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I- INTRODUCCIÓN. 
I.1.- Sistemas de mantenimiento de los plásmidos en la célula. 
En esta tesis se estudia el sistema toxina-antitoxin parD del plásmido R1, un módulo 
auxiliar de mantenimiento del plásmido con un doble objetivo:1) analizar la regulación 
transcripcional de este sistema y 2) estudiar el acoplamiento entre este módulo auxiliar 
de mantenimiento, sistema parD,  y el módulo esencial de mantenimiento del plásmido 
denominado replicón básico. La introducción revisa la información relevante sobre la 
replicación y el módulo toxina-antitoxina parD  del plásmido R1 en el contexto general 
de los sistemas de mantenimiento de plásmidos bacterianos y de los objetivos de esta 
tesis doctoral.   
I.1.1.- Plásmidos bacterianos y sistemas de conjugación y movilización. 
Los plásmidos bacterianos son unidades genéticas extracomosómicas con capacidad de  
replicación autónoma y controlada que se mantienen establemente en las poblaciones 
bacterianas. Forman parte del genoma variable de los microorganismos y son 
dispensables pero pueden captar y luego transferir a las poblaciones bacterianas 
capacidades tales como la utilización de nuevos nutrientes, resistencias a antibióticos, 
determinantes de virulencia, módulos reguladores de crecimiento, etc., facilitando así la 
adaptación y supervivencia del huésped en respuesta a distintas condiciones y nichos 
ecológicos. Los plásmidos son moléculas de ADN de cadena doble, de estructura 
circular las más veces pero que también puede ser lineal. Estas unidades genéticas 
pueden transferirse de una bacteria donadora a otra receptora, entre cepas de una misma 
especie o entre especies y géneros muy diversos, mediante procesos de conjugación o de 
movilización. Los plásmidos conjugativos son en general de tamaño grande (60-90 kb) 
debido a la extensa información genética requerida para la transferencia genética y son 
de bajo número de copias. En esta transferencia se generan dos copias, una de ellas 
permanece en la bacteria donadora y otra se completa y establece en la receptora. Los 
plásmidos movilizables son en general más pequeños ya que utilizan para su 
transferencia la maquinaria proporcionada por un plásmido conjugativo co-residente y 
aportan exclusivamente las funciones esenciales para iniciar el proceso (Llosa y col., 
2002); (Garcillan-Barcia y col., 2009). Debido a su capacidad de transferencia 
horizontal, los plásmidos conjugativos o movilizables pueden diseminarse y mantenerse 
eficientemente en las poblaciones bacterianas (Bennett, 2008); así las células que hayan 
perdido estos elementos genéticos, pueden recuperarlos eficientemente de otras células 
portadoras presentes en la población (del Solar y col., 1998), (Nordstrom, 2006).  
I.1.2.-Sistemas de mantenimiento plasmídicos esenciales y auxiliares. 
Los plásmidos contienen varias funciones o sistemas que permiten su mantenimiento 
estable en las células hospedadoras.  
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El sistema de mantenimiento plasmídico más importante es el proporcionado por las 
funciones específicas de replicación y control que portan. Éstas funciones permiten 
iniciar con especificidad la copia del plásmido y acoplar el proceso replicativo con la 
maquinaria de replicación de la célula y con el ciclo celular. Los genes de control 
corrigen desviaciones en la frecuencia de replicación del plásmido y determinan un 
número promedio de copias por célula, característico y constante, en unas mismas 
condiciones de crecimiento.  
La pérdida de un plásmido en una célula huésped puede ocurrir durante la división 
celular debido a varias razones: a) La ineficiencia en la replicación y en el acoplamiento 
de este proceso al ciclo celular, b) La distribución estadística de las copias del plásmido 
entre las células hijas; ésta distribución no dirigida genera mayor número de células sin 
plásmido cuando el número de copias es bajo y c) la compartimentación de las copias 
del plásmido como consecuencia de la formación de multímeros originados por 
recombinación homóloga. Estos multímeros reducen el número de copias que puedan 
distribuirse independientemente durante la división celular favoreciendo así la aparición 
de “segregantes” (células hijas libres de plásmidos).  
Existen distintos sistemas auxiliares de mantenimiento que corrigen estas situaciones y 
que incrementan el mantenimiento de los plásmidos en la población. Estos son los 
sistemas de partición, los sistemas de recombinación específica de sitio y los sistemas 
toxina-antitoxina. Estos sistemas son dispensables y aumentan la estabilidad del 
plásmido en la poblaciónn sin modificar su número de copias.  
Los Sistemas de partición, corrigen la pérdida asociada a una distribución estadística de 
las copias plasmídicas. Estos sistemas juegan un papel análogo al de los centrómeros 
cromosómicos, y posicionan el ADN cerca de los polos de la célula favoreciendo que al 
menos una copia del plásmido pase a cada célula hija durante la división celular 
(Schumacher, 2012). Uno de los primeros sistemas de partición descritos y mejor 
estudiado es precisamente el sistema de partición parR parM parS del plásmido R1 
(locus parA) (Gerdes y col., 2010). 
Los sistemas de recombinación específica  de sitio resuelven en monómeros las formas 
catenadas y los multímeros plasmídicos originados durante la terminación aberrante de 
la replicación del plásmido o como consecuencia de la recombinación homóloga entre 
monómeros (Summers y Sherratt, 1984). Las formas diméricas replican más 
eficientemente que las formas monoméricas y originan células con sólo dímeros o 
multímeros en las que el número de copias plasmídica idependientes se reduce  
notablemente. La formación de multímeros va asociada con una inhibición de la 
división celular. La decatenación de formas catenadas y la resolución de multímeros en 
monómeros neutraliza la compartimentalización de la población plasmídica y también el 
bloqueo de la división celular, contribuyendo así a la distribución efectiva de las copias 
durante la división celular y al mantenimiento de los plásmidos en la población. El 
complejo mecanismo que coordina la multimerización de plásmidos y su resolución con 
la división celular ha sido elucidado recientemente en el sistema Xre-cer de ColE1 
(Field y Summers, 2012).  
Los sistemas toxina-antitoxina (T-A) son sistemas de mantenimiento que actúan a nivel 
post-segregacional interfiriendo con la proliferación de células libres de plásmido; estos 
sistemas, que se describen con más detalle en la siguiente sección, están compuestos por 
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una toxina estable y una antitoxina que es inestable. En los sistemas plasmídicos el 
decaimiento de la antitoxina está asociado a una activación selectiva de la toxina en las 
células que pierden el plásmido durante la división celular; debido a ello estas células 
son eliminadas o se mantienen sin proliferar. El resultado es la proliferación selectiva de 
las células con plásmidos que portan sistemas T-A   que  de esta forma se mantienen 
establemente en las poblaciones bacterianas. Los sistemas T-A se encuentran también 
en los cromosomas donde la activación selectiva de la toxina regula el crecimiento o la 
viabilidad celular en respuesta a distintas situaciones y también puede estabilizar su 
permanencia y la de regiones adyacentes por un mecanismo de eliminación de 
“segregantes”. Para más información general sobre estos sistemas pueden consultarse 
las revisiones recientes que se indican: (Gerdes y col., 2005); (Buts y col., 2005); (Van 
Melderen y Saavedra De Bast, 2009); (Hayes y Van Melderen, 2011).  
I.2.- Sistemas Toxina-Antitoxina (T-A). 
Los sistemas Toxina-Antitoxina fueron identificados por primera vez en plásmidos de 
bajo número de copias  como sistemas auxiliares de estabilidad plasmídica. Estos 
sistemas T-A están compuestos al menos por dos genes que codifican dos componentes: 
un antídoto (ARN o proteína) que es inestable y una toxina o inhibidor de proliferación 
que es una proteína estable. Los genes del sistema T-A están organizados en un operón 
en el que el gen de la antitoxina precede de manera habitual, aunque no siempre, al de la 
toxina (figura 2) (Gerdes, 2000). La inestabilidad de las antitoxinas es debida a la acción 
selectiva de RNasas o proteasas celulares y permite la activación condicional de la 
toxina que a su vez determina las distintas funciones de estos sistemas: estabilización de 
plásmidos por eliminación de segregantes (muerte pos-segregacional o PSK) , repuesta 
a estrés nutricional y también genético, protección de la bacteria frente a infección por 
bacteriofagos, estabilización de regiones cromosómicas, muerte celular asociada a 
procesos de diferenciación y en algunos casos, contribución a la virulencia bacteriana 
(Van Melderen y Saavedra De Bast, 2009); (Buts y col., 2005). 
En función de la naturaleza de la antitoxina estos sistemas pueden ser clasificados en 
tres tipos principales (figura 1);  
1. Sistemas de tipo I: En estos sistemas, el gen de la antitoxina codifica un ARN 
antisentido que es complementario a parte del ARN mensajero de la toxina; la 
interacción entre los RNAs inhibe pos-transcripcionalmente la síntesis de la 
toxina. El primer sistema tipo I descrito y el mejor caracterizado es el sistema 
hok-sok del plásmido R1 de E. coli (Gerdes y col., 1986). Las toxinas de estos 
sistemas pueden ser pequeñas proteínas hidrofóbicas que interacciona con la 
membrana celular  y rompe su potencial (Fozo y col., 2008) y también RNasas 
que inhibe la síntesis de proteínas como es el caso en el sistema SymR-symE
(Gerdes y Wagner, 2007). La antitoxina de estos sistemas es un RNA que es 
inestable debido a  su procesamiento por RNasas  celulares (Gerdes y col., 
1992); (Fozo y col., 2010). Desde la identificación de este prototipo se han 
encontrado otros muchos sistemas tipo I que pueden agruparse en 5 familias 
(Fozo y col., 2010). 
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2. Sistemas de tipo II: En estos sistemas el gen de la antitoxina es una proteína 
inestable. La inestabilidad de la antitoxina es debida a la degradación por 
proteasas dependientes de ATP como Lon ó ClpP (Van_Melderen y col., 1994); 
(Van Melderen y Aertsen, 2009). La actividad de la toxina es neutralizada por la 
interacción directa con su antitoxina. Estos sistemas están ampliamente 
extendidos en plásmidos y cromosomas de bacterias y arqueas, y son los más 
estudiados. Hay al menos doce familias de toxinas y más de veinte de 
antitoxinas (Hayes y Van Melderen, 2011); (Leplae y col., 2011). Las toxinas de 
estos sistemas actúan por lo general inhibiendo el crecimiento bacteriano de una 
manera reversible. Datos recientes indican que los sistemas TA pueden actuar 
sinérgicamente induciendo estados de persistencia en las poblaciones bacterianas 
en los que las células no crecen, disminuyen notablemente su metabolismo y se 
hacen más resistentes a los antibióticos. Los sistemas TA tipo II se descubrieron 
en plásmidos y luego en el cromosoma bacteriano. Los primeros sistemas tipo II 
descritos fueron el sistema ccd del plásmido F y el sistema parD del plásmidoR1 
sobre el que se centra nuestro trabajo y que se describe con más detalle en la 
siguiente sección. 
3. Sistemas de tipo III: El primer miembro de este tipo de sistemas T-A fue 
descubierto en el plásmido críptico pECA1039 de la bacteria Gram-negativa 
Erwinia carotovora  (Fineran y col., 2009) y se ha denominado ToxIN. En este 
sistema la toxina (ToxN) es una RNasa y la antitoxina (ToxI) es un pequeño 
ARN que interacciona con la toxina e interfiere con su actividad RNasa (Blower 
y col., 2009); (Blower y col., 2010). La toxina ToxN es una RNasa y se asemeja 
a la toxina Kid. Es posible que ambos sistemas deriven de un mismo ancestro y 
que la antitoxina proteica haya sido substituida durante la evolución por una 
RNA neutralizador o viceversa. Desde el descubrimiento del primer sistema tipo 
III, (ToxIN), un pequeño número de sistemas  de este tipo  han sido detectados 
tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas (Fineran y col., 
2009). La lista se ha ampliado recientemente como resultado de un análisis 
bioinformático y los sistemas tipo III se han clasificados en tres familias 
independientes (Blower y col., 2012). Muchos de estos sistemas se activan en 
respuesta a la infección por bacteriófagos,  inhibiendo la síntesis de proteínas y 
limitando así la propagación del bacteriófago en la  célula infectada. Forman así 
parte de los sistemas Abi (abortive infection systems) que confieren resistencia a 
bacteriófagos interfiriendo con su propagación intracelular (Labrie y col., 2010).  
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Fig. 1.- Tipos de sistemas Toxina-Antitoxina (adaptado de (Blower y col., 2011). (A) Sistemas T-A de 
tipo I. La antitoxina es un ARN antisentido y la toxina es una proteína. (B) Sistemas T-A de tipo II. Tanto 
la antitoxina como la toxina son proteínas. La antitoxina neutraliza a la toxina por interacción con la 
misma. (C) Sistemas T-A de tipo III. La antitoxina es un ARN que neutraliza a la toxina (proteína) por 
interacción en su centro catalítico.   
I.2.1.- Características de los sistemas T-A de tipo II. 
I.2.1.1.- Organización genética de los sistemas T-A de tipo II. 
Los sistemas T-A de tipo II se encuentran tanto en plásmidos como en cromosomas y 
están organizados en operones que, por regla general, están regulados a nivel 
transcripcional por sus componentes. La organización de estos sistemas en operones 
favorece la síntesis acoplada y regulada de toxinas y antitoxinas evitando así los efectos 
no deseados del exceso de toxina. En general, el gen de la antitoxina precede al de la 
toxina, pero la inversión en este orden también se ha encontrado como en el sistema 
higBA del plásmido Rts1. Los sistemas T-A suelen ser operones bicistrónicos, sin 
embargo, se han encontrado también excepciones a esta regla, como es el caso de los 
sistemas pasABC y wez que están formados por tres componentes. En el sistema 
pasABC, pasC actúa incrementando la neutralización de la toxina pasB por la 
antitoxina pasA. En el sistema wez, la proteína omega actúa como un regulador global 
del sistema y ni la antitoxina ni la toxina actúan como represores del operón. 
Interesantemente, se han encontrado variaciones de este sistema con una organización 
estándar bicistrónica en la cual la toxina y la antitoxina regulan el operón (figura 2). 
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Fig. 2.- Organización genética de los sistemas T-A de tipo II (adaptado de (Gerdes, 2000).  (A) 
Organización genética de los sistemas T-A de tipo II en los que están compuestos, normalmente, por un 
operón bicistrónico en el que la antitoxina precede a la toxina. (B) La acción de la toxina es neutralizada 
por la antitoxina. La antitoxina es degradada por proteasas celulares originando la estabilidad diferencial 
entre la toxina y la antitoxina. Cuando la toxina queda libra actúa sobre su diana celular.   
I.2.1.2.- Toxinas y antitoxinas de los sistemas T-A de tipo II. 
Las toxinas de estos sistemas actúan intracelularmente inactivando diferentes 
componentes y procesos celulares: ADN gyrasa (CcdB y ParE), maquinaria de 
traducción (Doc), ARNm (Kid, HigB y Txe), síntesis de la pared celular (proteína z), 
division  y morfologia celular...(revisado en (Hayes y Van Melderen, 2011). 
Sorprendentemente, se ha encontrado una clara homología entre dos pares de toxinas 
con dianas ADN girasa y ARNm: CcdB/Kid y ParE/RelE (revisado en (Buts y col., 
2005)). Un análisis reciente hecho con los sistemas kis-kid y ccdA-ccdB y basado en el 
estudio de las interacciones toxina/diana y toxina/antitoxina indica que estos sistemas 
evolucionaron a partir de un ancestro común en un proceso en el que las toxinas Kid o 
CcdB se especializaron para llegar a dianas diferentes (RNA o DNA girasa A) y las 
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antitoxinas lo hicieron para neutralizar a sus toxinas correspondientes. En la actualidad 
los dos sistemas tienen una regulación diferente y son funcionalmente independientes. 
Se ha propuesto que las similitudes estructurales que existen entre las proteínas 
equivalentes de estos sistemas y las interacciones cruzadas toxina-antitoxina, muy 
ineficientes pero detectables física y funcionalmente, son una huella del origen común 
de los dos sistemas (Smith y col., 2012). No se dispone de un análisis similar con dos 
sistemas de la superfamilia relBE-ParDE. Las toxinas de estos sistemas tienen 
homología estructura pero como Kid y CcdB llegan a distinas dians: mRNA (RelE) y 
GyrA (parE). Es interesante subrayar que la estructura de las toxinas de las dos 
superfamilias son claramente diferentes. No se han identificado todavía toxinas de estas 
superfamilia que engloben las dos actividades de  los miembros de la superfamilia. 
Dependiendo de su naturaleza, sus niveles intracelulares y el tiempo de duración en el 
cual las células son expuestas a su acción, las toxinas actúan inhibiendo el crecimiento 
celular o matando a las células. Estos efectos determinan la estabilización del plásmido 
mediado por estos sistemas y tienen otros posibles efectos relacionados con la actividad 
específica de sus toxinas (inducción del sistema SOS e inhibición de la replicación por 
CcdB y ParE o inhibición de ciertos replicones por  la toxina Kid). Las antitoxinas, 
pueden inactivar las toxinas interfiriendo con su centro activo (inhibición de Kid por 
Kis) o impedir su interacción con sus dianas como ParD, Phd, la antitoxina épsilon y 
probablemente HigA y Txe. Algunas antitoxinas como CcdA y posiblemente otras 
pueden rescatar sus toxinas cuando están formando complejos con su dianas. 
Inhibidores de las interacciones toxina-antitoxina podrían liberar el potencial 
antiproliferativo las toxinas, por lo que la búsqueda de estos inhibidores podría permitir 
el desarrollo de nuevos antibióticos.  
I.2.1.3.- Regulación de los sistemas T-A de tipo II. 
Los sistemas toxina-antitoxina están regulados a nivel transcripcional y 
postranscripcional. Las antitoxinas, de los sistemas T-A de tipo II, juegan un papel 
principal en la regulación (represión) transcripcional de estos sistemas. Son proteínas 
modulares bifuncionales que contienen una región de unión al ADN (motivos LHH o 
RHH) unida a una región de interacción/neutralización de la toxina. Las dos regiones 
están claramente separadas pero relacionadas funcionalmente entre sí, ya que la 
antitoxina alcanza una actividad reguladora completa al interaccionar con la toxina. En 
los sistemas regulados por la acción coordinada de las toxinas y de las antitoxinas, las 
interacciones con el ADN están dirigidas por las antitoxinas. La toxina, que no 
interacciona con el ADN pero si con la antitoxina, juega un doble papel en la regulación 
transcripcional que es dependiente de la relación toxina-antitoxina: cuando la toxina 
está en una relación subestequiométrica con la antitoxina, potencia la acción reguladora 
de esta última pero cuando está en exceso de la antitoxina interfiere con esta actividad 
reguladora. Este comportamiento dual, potenciador o inhibidor de la regulación, se 
denomina “cooperatividad condicional”. El fenómeno de la cooperatividad condicional 
ha sido analizada en detalle en los sistemas ccd (Afif y col., 2001); (Madl y col., 2006) 
y phd-doc (Magnuson y Yarmolinsky, 1998) y en los dos casos el comportamiento 
depende de dos sitios en las toxinas con afinidades muy diferentes por las antitoxinas. 
Las interacciones con el sitio de baja afinidad ocurren en exceso de la toxina y da lugar 
a distintas especies toxina-antitoxina que neutralizan la toxina pero que no permiten una 
interacción reguladora eficiente. La cooperatividad condicional tiende a restaurar los 
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niveles de la antitoxina desregulando el sistema cuando la toxina está en exceso  y 
evitando así efectos no deseados; con pocas excepciones este tipo de regulación, es una 
huella general de estos sistemas. Una de las excepciones  es la encontrada en el sistema 
de tres componentes wez. En este sistema el operón es reprimido no por la antitoxina en 
combinación con la toxina sino por el regulador global omega. Este regulador global 
acopla el sistema auxiliar de mantenimiento toxina-antitoxin con el sistema de 
replicación y partición estabilizando máximamente el plásmido en la poblcación 
bacteriana con un costo mínimo para la célula huésped (Lioy y col., 2010).  
Esta tendencia a la complejidad también se han observado en el sistema parD o kis-kid 
del plásmido R1: i) la síntesis de la toxina está acoplada a la síntesis de la antitoxina y 
existe un procesamiento del ARN mensajero policistrónico kis-kid que incrementa la 
dosis transcripcional de la antitoxina (Ruiz-Echevarria y col., 1995a); ii)  la estabilidad 
de la antitoxina, que es el principal regulador transcripcional, está regulada a su vez  por 
la actividad selectiva de proteasas celulares dependientes de ATP. Aunque se había 
propuesto un papel específico de la proteasa Lon en la degradación de la antitoxina Kis, 
(Tsuchimoto y col., 1992) datos recientes de nuestro laboratorio cuestionan este papel. 
Como se ha comentado en la introducción, la menor estabilidad de la antitoxina con 
respeto a la toxina juega un papel importante en la estabilización del plásmido mediante 
la eliminación selectiva de las células que lo pierden en la división celular (Jensen y 
col., 1995); iii) Finalmente se ha observado un activación del sistema de estabilidad 
toxina-antitoxina en respuesta a una replicación ineficiente del plásmido con el 
resultado de una recuperación parcial de la eficiencia de replicación y de la estabilidad 
segregacional del plásmido (Ruiz-Echevarria y col., 1995b); (Pimentel y col., 2005). 
Uno de los objetivos importantes de esta tesis es la identificación del interruptor que 
acopla los dos módulos de mantenimiento del plásmido R1.  
I.3.- Replicación y mantenimiento del factor de resistencia a antibióticos R1. 
El plásmido R1 de enterobacterias, fue uno de los primeros determinantes de resistencia 
a antibióticos identificado y ha contribuido, de un modo pionero al conocimiento de 
sistemas de replicación plasmídica y su control en bacterias. Fue aislado en una 
infección de Salmonella y llamado inicialmente 1818 (Datta y Kontomichalou, 1965). 
Posteriormente, fue renombrado como R1 (Meynell y Datta, 1966). Es un plásmido de 
bajo número de copias que pertenece al grupo de incompatibilidad IncFII, que incluye 
otros plásmidos conjugativos con un tamaño que oscila entre 90 y 100 kb.  
I.3.1.- El sistema de replicación y control del plásmido R1. 
Se entiende por  ¨replicón básico¨ de un plásmido la región mínima que contiene los 
genes de replicación y control (Kollek y col., 1978); (Molin y col., 1979). Los mini-
plásmidos que incluyen el replicón básico mantienen el mismo número de copias que el 
plásmido parental.  
La región del replicón básico de R1 tiene un tamaño aproximado de 2 kb y contiene: el 
origen de replicación oriR1, un gen estructural, rep, que codifica la proteína iniciadora 
de replicación Rep y dos genes, copA y copB, que controlan el número de copias del 
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plásmido (Nordstrom y Nordstrom, 1985); (Nordstrom, 2006) (figura 3). El origen de 
replicación del plásmido R1, oriR1, es una región de un tamaño de 188 pb (Masai y 
col., 1983), que se requiere en cis para su replicación. OriR1 tiene regiones ricas en AT 
flanqueadas por otras ricas en GC, un sitio de interacción para la proteína iniciadora de 
la replicación cromosómica  DnaA y otro sitio adyacente, donde interacciona la proteína 
iniciadora RepA. Este sitio de interacción incluye dos repeticiones invertidas separadas 
por 8 vueltas de DNA a las que la proteína iniciadora RepA se une con distinta afinidad 
(Giraldo y Diaz, 1992). Aun con la singularidad del tamaño y espaciado de las 
secuencias específica de interacción, oriR1 comparte características generales con el 
orígen de replicación de otros plasmidos que replican por un mecanismo tipo theta 
(Bramhill y Kornberg, 1988); (del Solar y col., 1998).  
Como se ha indicado los genes copB y copA  controlan la eficiencia de replicación y el 
número de copias del plásmido R1 modulando los niveles de la proteína iniciadora 
RepA. Esta proteína tiene un tamaño de 33 KDa (del Solar y col., 1998); (Rosen y col., 
1980); (Yoshikawa, 1974). La transcripción del gen repA ocurre a partir de los 
promotores, PcopB y PrepA. La proteína CopB es un represor de la transcripción del 
promotor PrepA. A 5´ del gen repA está el gen tap , de 185 pb, que codifica un péptido 
“leader” Tap, cuya síntesis se requiere para la síntesis de la proteína iniciadora RepA 
(Blomberg y col., 1992); a 3´ del origen de replicación, oriR1, hay terminadores de la 
replicación llamados Lter y Rter (Hill y col., 1988).  
El gen copA, es el principal controlador de replicación de R1 y el principal 
determinante de incompatibilidad. copA codifica un ARN antisentido, CopA, que se 
transcribe en dirección opuesta a los genes copB y repA. El ARN CopA actúa 
uniéndose a copT, la región complementaria de CopA en  el RNAm de repA,  
inhibiendo la síntesis de la proteína RepA. El efecto sobre la síntesis de RepA es 
indirecto y se debe a la inhibición postranscripcional de la síntesis de la proteína  Tap a 
la que la síntesis de RepA está acoplada. Mutaciones de cambio de sentido en la región 
tap pueden afectar la eficiencia de replicación del plásmido pero lo hace debido a que 
pueden cambiar la estructura del mensajero repA (Berzal-Herranz y col., 1991). Debido 
a su papel principal en el control de la replicación de R1, la inactivación de CopA o la 
inhibición de su síntesis conducen a una replicación descontrolada o “run-away” en  la 
que los niveles de RepA aumentan continuamente y el número de copias del plásmido 
se amplifica en cada ciclo celular; por lo tanto, CopA actúa regulando la replicación de 
R1 acoplándola al ciclo celular. CopB por el contrario y actúa como un controlador 
auxiliar de replicación cuya inactivación determina un número de copias alto pero 
regulado. CopB es una proteína de pequeño tamaño que se ensambla como un tetrámero 
y que reprime la transcripción de ARNm de repA a partir de un promotor interno PrepA. 
De esta manera contribuye a regular los niveles de la proteína iniciadora y la frecuencia 
de replicación. A diferencia de CopA, un aumento de los niveles de CopB no tiene 
efectos sobre los niveles de RepA y en consecuencia tampoco sobre la frecuencia de 
inicio de replicación. Sin embargo cuando la replicación es ineficiente, la situación 
cambia: como copB se transcribe a partir de un promotor constitutivo los niveles de 
CopB disminuyen cuando la dosis del plásmido es baja. En esa situación la forma 
multimérica activa de CopB se desensambla y el represor se inactiva, elevando así los 
niveles de transcripción de repA y aumentando los niveles de la proteína iniciadora y la 
eficiencia de replicación. De este modo, CopB además de funcionar como un represor 
de la replicación de R1  funciona rescatando al plásmido de situaciones de bajo número 
de copias (Riise y Molin, 1986); (Nordstrom, 2006); (Paulsson y Ehrenberg, 2000). De 
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igual forma la bajada en la dosis génica disminuyen los niveles de CopA que también se 
transcribe a partir de un promotor constitutivo, favoreciendo niveles altos de RepA y 
una recuperación de la replicación. El juego de los dos controladores: i) limita los 
niveles de RepA de tal manera que la frecuencia de inicio de replicación es de una por 
copia del plásmido y ciclo celular, ii) determina un número de copias bajo en la célula 
(próximo a uno por genoma equivalente) y iii) corrige fluctuaciones en ese número de 
copias. RepA conjuntamente con la maquinaria replicativa de la célula huésped, 
promueve la replicación autónoma del plásmido a partir de oriR1. En resumen tanto 
copA como copB  cooperan para mantener un número de copia bajo y controlado del 
plásmido R1 controlando los niveles de RepA. La estabilidad del plásmido está 
relacionada con su eficiencia de replicación y con su número de copias; por lo tanto, el 
replicón básico se puede considerar como el sistema básico de mantenimiento del 
plásmido (Nordstrom y Gerdes, 2003).
El sistema T-A parD cuya regulación se estudia en esta tesis, está acoplado al sistema 
de replicación y se activa cuando la replicación es ineficiente y contribuye también al 
rescate de la replicación (Ruiz-Echevarria y col., 1995b); (Pimentel y col., 2005). En 
esta tesis se analiza este acoplamiento utilizando una extensa y representativa colección 
de mutantes condicionales de replicación del plásmido y se investiga el interruptor que 
acopla los dos módulos de mantenimiento (ver sección R.2).  
Fig 3.- Replicón Básico de R1 y sistema auxiliar de mantenimiento parD. El replicón básico del 
plásmido incluye: el origen de replicación (oriR1), el gen de la proteína iniciadora de la replicación 
(repA), el gen de la proteína adaptadora de traducción, (tap), necesaria para una eficiente traducción de 
RepA y los genes implicados en el control negativo de la replicación del plásmido copA y copB. Se 
muestran con flechas los promotores y los productos de transcripción de dichos promotores con líneas 
haciendo aguas. Próximo aunque no adyacente al replicón básico se encuentra el sistema toxina-
antitoxina parD. Tomado de (Lopez-Villarejo y col., 2012).
I.3.2.- El complejo de inicio de replicación.
En esta tesis se han  aislado y caracterizado parcialmente mutantes condicionales de 
replicación del plásmido. Los mutantes aislados puede afectar a cualquiera de las etapas 
de inicio de replicación, proceso que comienza en un origen de replicación único, oriR1, 
y progresa a termino unidireccionalmente a través de intermediarios del tipo theta. El  
inicio de la replicación requiere de la unión de un gran número de moléculas de proteína 
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RepA, quizás más de 20, a oriR1, de un modo similar a la unión de la proteína DnaA al 
origen de replicación cromosómico oriC (Bramhill y Kornberg, 1988). El origen de 
replicación de R1 contiene dos repeticiones separadas que son sitios específicos de 
unión de la proteína iniciadora RepA requeridos para nuclear el complejo de inicio de 
replicación. Las interacciones que inician el proceso de replicación se han analizado 
utilizando distintas aproximaciones: i) análisis de complejos RepA-oriR1 mediante 
retardo en gel, ii) determinación de regiones de interacción de RepA mediante estudio 
de protección frente a radicales hidroxilo, iii) análisis de la replicación en extractos de 
E. coli con proteínas purificadas (RepA y DnaA),  iv) utilización de una variedad de 
anticuerpos frente a distintas proteínas de replicación del huésped para evaluar su 
participación en el proceso y vii) determinación del origen y dirección de replicación 
mediante un análisis por microscopia electrónica de los intermedios replicativos. El 
modelo indica que la replicación  posiblemente un dímero o un tetrámero de RepA, 
reconoce en oriR1 dos pequeñas repeticiones invertidas (I y II) separadas por ocho 
vueltas de hélice, y forma un lazo con el ADN. Este lazo es contactado por más proteína 
RepA, mediante interacciones proteína-proteína, sin requerimiento de contactos 
específicos con el ADN (Giraldo y Diaz, 1992); el complejo pseudonucleosómico 
RepA-oriR1formado favorece la apertura de la hélice en la región rica en AT y también 
el ensamblamiento del complejo iniciador  en el origen único la replicación; a partir de 
este origen la replicación del plásmido transcurre unidireccionalmente  a término a 
través de intermedios tipo theta.  
Fig. 4.- Modelo de interacción de un dímero de RepA con el origen de replicación OriR1. Incorporado 
de (Giraldo y Diaz, 1992). Dos dímeros de RepA se une a dos regiones distales del origen de replicación a 
través de motivos WH y forman un bucle que es rellenado por más proteína RepA, mediante interacciones 
proteína-proteína formando el complejo pseudonucleosómico  sobre oriR1.
El sustrato de iniciación de la replicación es ADN circular superenrollado 
negativamente (Diaz y Staudenbauer, 1982); (Funnell y col., 1986). La proteína RepA 
actúa preferentemente en cis favorecido por una región entre el gen repA y el origen de 
replicación que se llama CIS (Masai y Arai, 1988). Sin embargo RepA puede activar en 
trans oriR1 (Diaz y Ortega, 1984). La proteína iniciadora de la replicación cromosómica 
del huésped, DnaA, se requiere para el inicio del proceso in vitro y esta proteína accede 
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a la caja DnaA presente en oriR1  por interacciones con la proteína RepA (Ortega y col., 
1986). El ensamblamiento de la proteína DnaA en el complejo de iniciación pilota la 
entrada de otros componentes de la maquinaria de replicación cromosómica en oriR1
promoviendo así el inicio de la replicación que es dependiente de la proteína acopladora 
DnaC, de la helicasa replicativa DnaB y de la primasa DnaG e independiente de la ADN 
Polimerasa I y de la transcripción por RNA polimerasa (Diaz y Ortega, 1984); (del 
Solar y col., 1998). En ausencia de la caja DnaA la interacción con RepA permite, 
menos eficientemente, el posicionamiento de DnaA en oriR1 y el inicio del proceso 
replicativo. La replicación del plásmido R1 no requiere estrictamente de la proteína 
DnaA in vivo pero si in vitro; la replicación del plásmido in vivo es muy ineficiente en 
ausencia de DnaA (Bernander y col., 1992).  
El modelo disponible del complejo RepA-oriR1 predice múltiples regiones funcionales 
en RepA: una interfase de dimerización, una región de interacción con el DNA, una 
región de interacción con DnaA u otros factores de la maquinaria replicativa del 
huésped y una región implicada en las interacciones RepA-RepA que forman un 
complejo pseudonucleosómico  sobre oriR1 (Figura 4). 
El aislamiento durante esta tesis de una extensa colección de mutantes de replicación de 
R1 en combinación con el modelado de la proteína iniciadora RepA realizado por el Dr. 
Giraldo en colaboración con este proyecto, ha proporcionado nueva y valiosa 
información sobre los múltiples dominios funcionales de esta proteína (ver discusión 
D.2.4). 
Finalmente, La replicación del plásmido R1 requiere síntesis de proteínas; 
concretamente, nuevas moléculas de RepA deben de ser sintetizadas por cada proceso 
de iniciación de replicación (Diaz y col., 1981); (Diaz y Ortega, 1984); (Uhlin y 
Nordstrom, 1985). Este reciclamiento implica a su vez un posible mecanismo de 
inactivación de la proteína iniciadora utilizada, todavía por determinar.  
I.3.3.- Los tres sistemas auxiliares de mantenimiento de R1.  
Hay tres sistemas auxiliares de mantenimiento en el plasmido R1 definidos por los loci
parA, parB y parD (Gerdes y col., 1985); (Diago-Navarro y col., 2010).  parA es un 
sistema de partición, que contribuye activamente a la distribución de las copias del 
plásmido durante la división celular (Nordstrom y col., 1980); (Moller-Jensen y col., 
2002). parB (sistema hok-sok) es un sistema TA (decidir pero mantener TA o T-A) de 
tipo I que elimina a las células libre de plásmidos contribuyendo a la estabilidad del 
plásmido en la población bacteriana. La acción combinada de parA y parB incrementa 
la estabilidad del plásmido en cuatro órdenes de magnitud. El sistema hok-sok fue el 
primer sistema toxina-antitoxina tipo I descrito (la antitoxina es un ARN) (Gerdes y 
col., 1986). La toxina, Hok, es una proteína pequeña que interfiere con el potencial de 
membrana, mientras que su antitoxina, Sok, es un ARN antisentido que inhibe 
postranscripcionalmente la expresión de hok.  Un decaimiento de la antitoxina, por 
endoribonucleasas permite la activación de la toxina (Gerdes y col., 1992). 
En el plásmido R1, hay un segundo sistema T-A  de tipo II (la antitoxina es una 
proteína) denominado parD o kis-kid  que fue descubierto en nuestro laboratorio (Bravo 
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y col., 1987). Este sistema centra el estudio de esta tesis y se describe  en el siguiente 
apartado. 
I.3.3.1.- El sistema T-A  parD del plásmido R1. 
I.3.3.1.1.-Identificación y caracterización de la toxina y antitoxina del sistema.  
El locus parD es un operón autoregulado de dos genes que codifica una toxina estable 
(Kid: killing determinant) y una antitoxina inestable (Kis: killer supressor), ambos de 
naturaleza proteica. Es por lo tanto un sistema T-A de tipo II. 
El sistema parD se identificó en un mini-plasmid de R1 de 11 kb de bajo número de 
copias, denominado pKN1562, que carece de los loci de estabilidad parA y parB. El 
descubrimiento fue debido al aislamiento casual de un mutante del plásmido que 
interfería con el crecimiento del huésped a 42 ºC. El análisis posterior indicaba que la 
mutación  aumentaba en gran medida (3 órdenes de magnitud) la estabilidad del 
plásmido a la temperatura permisiva sin aumentar su número de copias que son las 
señas de identidad de un sistema auxiliar de estabilidad. Mediante complementación y 
secuenciación la mutación se localizó en el primer gen (kis) de un operon bicistrónico 
(kis, kid) próximo al replicón básico del plásmido que codificaba dos proteínas de 
pequeño tamaño (Bravo y col., 1987). La mutación aumentaba los niveles de las 
proteínas del operón, Kis y Kid,  indicando que al menos el primer componente del 
sistema, la proteína Kis, regulaba el sistema posiblemente a nivel transcripcional. 
Mutaciones en el segundo componente de este sistema (kid), el gen de la toxina, elimina 
esta estabilización plasmídica  así como la interferencia con el crecimiento celular 
asociado con la primera mutación. Estos datos indicaban el papel de Kid (“Killing 
determinant”, toxina del sistema) como un inhibidor de crecimiento/viabilidad celular y 
también el de Kis (“Killing supressor”) como la antitoxina de Kid (Bravo y col., 1988). 
Desde el descubrimiento del sistema se ha progresado notablemente en la 
caracterización de la toxina del mismo y de su antitoxina. Estudios relativamente 
recientes indican que la toxina Kid es una endorribonucleasa que reconoce y corta  el 
ARN en la secuencia 5´-UA(C/A)-3´ entre la primera y la segunda base a través de un 
mecanismo similar al de la endoribonucleasas A y T1. Mediante la utilización de 
sustratos de ARN mínimos, 5´-AUACA-3´ y UpA, se ha propuesto un mecanismo de 
corte para la toxina Kid que implica la formación de un intermediario 2´:3´fosfato 
cíclico, característico del mecanismo de corte de las ARNasas ciclantes como las 
ARNasas A, a-sarcina o T1 (Lacadena y col., 1998); (Steyaert, 1997); (Kamphuis y col., 
2006). Los residuos implicados en este proceso se identificaron cuando se definió un 
modelo de la estructura del complejo entre la toxina Kid y el sustrato no procesable 5´-
AdUACA-3´. Dicho sustrato carece del 2´-OH en la ribosa necesario para la realización 
del corte del ARN (Figura 4) (Kamphuis y col., 2006). 
Los residuos del sitio activo juegan el papel de base y ácidos catalíticos y residuo 
estabilizador. La estructura de la toxina ha sido obtenida por cristalografía (Hargreaves 
y col., 2002b) y por Resonancia Magnética Nuclear (NMR) (Kamphuis y col., 2007). 
Kid se estructura como un dímero con un eje de simetría binario en el que en sus 
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monómeros predomina una contribución de  hebras β  que forman un cuasi barril β que 
está decorado con dos regiones α-helicoidales, la más extensa C-terminal (figura 5).  
En base a estudios de NMR y a datos genéticos adicionales se ha propuesto y un modelo 
del complejo de la toxina con un RNA-diana y se han definido y evaluado residuos de la 
toxina que participan en la unión al substrato (T46, S47, A55, F57, V71 y R73) y 
también los tres residuos D75, R73 y H17 del centro catalítico de la proteína; estos 
residuos jugarían respectivamente los papeles de base catalítica, ácido catalítico y 
residuo estabilizador (Kamphuis y col., 2006); (Diago-Navarro y col., 2009) (figura 5). 
El corte del RNA es más eficiente en regiones expuestas en cadena sencilla y en 
secuencias en las que la diana está flanqueada por una U o por dos U (Muñoz-Gomez y 
col., 2005); (Pimentel y col., 2005); (Kamphuis y col., 2006). La actividad RNasa de 
Kid es independiente del ribosoma e inhibe la síntesis de proteínas en la célula como 
consecuencia del procesamiento del ARNm libre. Esta RNasa también es capaz de 
inhibir otros procesos  que son dependientes de síntesis de RNA o de proteínas tales 
como la replicación de ColE1 y la replicación del bacteriofago lambda respectivamente 
(Ruiz-Echevarria y col., 1995c). 
Fig. 5.- Modelo de interacción del ARN con la toxina Kid. Se muestran los dos monómeros de la 
proteína Kid (azul cielo y gris) y las bases del sustrato del ARN, 5´AdUACA-3´, interaccionando con la 
proteína. También se muestran los residuos del centro catalítico: base catalítica en azul (D75), ácido 
catalítico en rojo (R73) y el residuo estabilizador en amarillo (H17). 
La antitoxina Kis se ha modelado en complejo hetero-hexamérico con la toxina Kid por 
NMR ajustando datos de interacción toxina-antitoxina con la estructura de un complejo 
hetero-hexamérico resuelto por cristalografía para el sistema homólogo MazE-MazF 
(Kamphuis y col., 2007); (Kamada y col., 2003). En esta estructura, Kis y su homóloga 
cromosómica MazE se estructuran como un dímero a través de interacciones entre las 
regiones amino terminales de sus  monómeros;  desde este núcleo estructurado se 
proyectan divergentemente dos regiones C-terminales que invaden cada una la región 
interprotomérica de un dímero de la toxina interfiriendo con los residuos implicados en 
unión de la toxina al substrato así como los residuos del sitio activo. Estas interacciones 
neutralizan eficientemente la capacidad de la toxina para cortar el RNA substrato. 
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I.3.3.1.2.- Regulación transcripcional y postranscripcional del sistema parD. 
Todas las células, tanto procariotas como eucariotas, son capaces de reaccionar frente a 
cambios que se producen en su entorno (situaciones de estrés, carencia de nutrientes, 
cambios de temperatura, de  pH…) y en su estado fisiológico (crecimiento, desarrollo y 
diferenciación celular) y lo hacen ajustando convenientemente la expresión de genes 
específicos. La regulación de la expresión génica se puede realizar a nivel 
transcripcional y postranscripcional. La mutación que reveló la existencia del sistema 
parD indicaba el papel de la antitoxina en la regulación del mismo Bravo et al 1987). 
Pronto se obtuvo información de que la antitoxina era el regulador específico del 
sistema y que ambos, la toxina y la antitoxina, actuaban coordinadamente regulando el 
sistema a nivel transcripcional (Ruiz-Echevarria y col., 1991). Un análisis genético 
posterior identificó multiples mutaciones en la toxina y también en la antitoxina que 
desregulaban el sistema (Lemonnier y col., 2004). Además se encontraron mutaciones 
en los dos componentes del sistema que diferenciaban las funciones reguladoras y 
neutralizantes en la antitoxina (Santos-Sierra y col., 2002) y las actividades toxica y co-
reguladoras de la toxina indicando el carácter bifuncional de ambas proteínas. La 
estructura del complejo toxina-antitoxina indicaba una conexión de los dos 
componentes que podría ser relevante para entender su papel represor pero no permitía 
concluir si el complejo neutralizador era también eficiente en regulación. En este 
estudio se identificó el promotor del sistema y se definió el sitio de iniciación y 
terminación de la transcripción. El promotor-operador del sistema tiene la caja -10 
extendida y el -35 a las que se une la RNA polimerasa a traves del factor sigma 70 para 
iniciar la transcripción del operon. Contiene (sitio +1 de la figura) y contiene dos 
secuencias homólogas de 23 pb cada una (I y II), separadas por 33 pb. Ambas contienen 
una repetición interna invertida de 18 pb que es perfecta el la region I e imperfecta en la 
región II (Figura 6). Notablemente el sitio I solapa con la caja -10 del promotor. 
Fig 6.- Región promotora-operadora de parD. Se muestran: el palíndrome perfecto (I) y el imperfecto 
(II) con su eje de simetría con línea discontinua, el elemento -35 y -10 extendido (azul) así como también 
el sito +1 de inicio de la transcripción  (Ruiz-Echevarria y col., 1995c).  
Por otra parte la síntesis de la toxina del sistema está acoplada traduccionalmente a la 
síntesis de la antitoxina y el mensajero policistrónico de kis-kid, es procesado para dar 
doble dosis transcripcional del gen de  la antitoxina con respecto a la toxina (Ruiz-
Echevarria y col., 1995a). Esta regulación postranscripcional  favorece presumiblemente 
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que existan mayores niveles de antitoxina Kis que de toxina  Kid (Bravo A, Tesis 
doctoral)  y posiblemente que el sistema esté regulado a un nivel basal. 
En esta tesis se analiza con detalle la interacción del represor en las repeticiones de la 
zona promotora-operadora, se identifica la naturaleza del complejo represor y se evalúa 
el papel de la dosis relativa de la toxina y la antitoxina en la neutralización de la toxina 
y en la formación del represor  del sistema.  
I.3.3.1.3.- Acoplamiento entre el sistema parD y el módulo de replicación. 
El sistema parD se descubrió en nuestro grupo mediante la búsqueda infructuosa de 
mutantes condicionales de replicación en el miniplasmid de R1 denominado pKN1562. 
Posteriormente usando un derivado de pKN1562 llamado pAB174, que tiene una 
deleción del sistema parD, se pudieron aislar mutantes condicionales de replicación con 
facilidad. Estos datos, sugirieron que el sistema parD interfería, directa o 
indirectamente, con el aislamiento de mutantes condicionales de replicación e indicaban 
un acoplamiento entre los módulos de replicación y del sistema toxina-antitoxina parD. 
Una posible explicación es que en los mutantes condicionale de replicación, el sistema 
parD y su toxina son activados de alguna manera, interfiriendo con el crecimiento 
celular y el aislamiento de esos mutantes durante el proceso de transformación.  
Datos posteriores indicaban que una mutación, que reduce los niveles de RepA a nivel 
postraduccional sin cambiar su secuencia de aminoácidos reducía la eficiencia de 
replicación del plásmido. La mutación que originalmente se obtuvo en combinación con 
una variante deleccionada del sistema parD puedo rescatarse, aunque con dificultad en 
combinación con un sistema parDwt. En este contexto el sistema parD se desregulaba 
contribuía a estabilizar el plásmido presumiblemente como consecuencia de una 
activación parcial de la toxina. Ello sugería que el sistema parD actuaba como un sensor 
de la eficiencia de replicación y contribuía a estabilizar el plásmido en condiciones de 
replicación ineficiente  (Ruiz-Echevarria y col., 1995b). Una vez establecido que la 
toxina Kid tiene actividad RNasa (Kamphuis et al 2006) se encontró que el mecanismo 
de este rescate está relacionado con la actividad preferente de Kid sobre la diana única 
5´-UUACU-3´  situada en la región 3´ de copB en el RNAm policistrónico copB-tap-
repA (Pimentel y col., 2005): el corte de Kid en esta diana disminuye los niveles del 
represor CopB y aumenta los niveles de expresión del gen repA y en consecuencia la 
frecuencia de inicio de replicación del plásmido.  
Aunque la actividad RNasa de la toxina Kid y su preferencia por secuencias flanqueadas 
por Us  explicaba las consecuencias del acoplamiento (rescate de la replicación 
ineficiente), el determinante de este acoplamiento quedaba por identificar.  Uno de los 
objetivos de esta tesis ha sido precisamente volver a analizar el acoplamiento modular 
para identificar el determinante del mismo. Para ello nos hemos valido de la capacidad  
del sistemas para restringir el aislamiento de mutantes condicionales de replicación del 
plásmido (fenotipo de interferencia replicativa) y del análisis de una extensa colección 
de mutantes de replicación del plásmido que hemos aislado en presencia o ausencia de  
un sistema parD activo.  
30 
31 
O.- OBJETIVOS. 
Objetivos
32 
O.- OBJETIVOS. 
Los datos presentados anteriormente enmarcan los objetivos de este trabajo que 
pueden concretarse en dos principales: 
1. Estudiar la formación y estequiometría de los complejos reguladores Kid-
Kis y sus interacciones con los sitios I y II del PO-parD. 
2. Revisitar el acoplamiento funcional entre el replicón básico del factor de 
resistencia a antibióticos R1 y el sistema toxina-antitoxin  parD con dos 
objetivos: 
2.1.-Caracterizar más sistemáticamente la activación del sistema en 
respuesta a una replicación ineficiente mediante el análisis de una 
extensa  y nueva colección de mutantes condicionales de replicación 
del plásmido.  
2.2-Cuantificar y cualificar el fenotipo de interferencia replicativa  y 
utilizarlo  para obtener información sobre el determinante del 
acoplamiento entre los módulos replicativo y toxina-antitoxina parD 
del plásmido R1. 
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M.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
M.1.- MATERIALES. 
M.1.1.- Reactivos y productos químicos.  
Se utilizaron reactivos de las casas comerciales New England Biolabs, Sigma, Fluka, 
Serva, Merck, Gibco, Panreac, GE Healtcare y Roche Applied Biosciences. 
M.1.2- Enzimas de restricción y modificadoras de ADN. 
Las enzimas utilizadas fueron suministradas por las firmas comerciales Biolabs, 
Promega, Sigma, GE Healthcare, Invitrogen, Qiagen y Roche Applied Biosciences y 
Ambion. 
M.1.3.- Tampones y soluciones. 
- Tampón de electroforesis Tris-Acetato (TAE) (1X) 
Tris Base……………………………………………………………….…………40 m M 
Acido acético ……………………………………………………………….…....20 m M 
EDTA……………………………………………………………………………….2 mM 
pH 9 
- Tampón de electroforesis Tris-Borato (TBE) (1X) 
Tris base……………………………………………………………..……………50 m M 
Acido Bórico……………………………………………………..………...……..50 m M 
EDTA……………………………………………………………………………….1 mM 
pH 8.5 
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-Tampón de electroforesis MOPS (1X) 
MOPS………………………………………………………...……………………20 mM 
CH3COONa…………………………………………………………….…………..5 mM 
EDTA……………………………………………………………………………….1 mM 
pH 7.0 
- Tampón de electroforesis de proteínas (Running Buffer) (1X) 
Tris Base……………………………………………………………….………….25 mM 
Glicina……………………………………………………………..……………..192 mM 
SDS………………………………………………………...………………….0.1%  (p/v) 
pH 8.5 
- Tampón TE (1X) 
Tris-HCl pH 7.4………………………………………………………..………….10 mM 
EDTA……………………………………………………………………………….1 mM 
- Solución no desnaturalizante para carga de ácidos nucleicos en geles de agarosa (10X) 
Glicerol………………………………………………………………..……………...50% 
Xilencianol…………………………………………………………………….0.1% (p/v) 
Azul de Bromofenol……………………………………………...…………....0.1% (p/v) 
EDTA……………………………………………………………………....……..10 m M 
-Solución desnaturalizante para carga de ácidos nucleicos en geles de              
poliacrilamida (2X) 
Formamida desionizada…………………………………....……....…….……..94% (v/v) 
Xilencianol…………………………………………………..……………...0.025% (p/v) 
Azul de Bromofenol………………………………………………..….……0.025% (p/v) 
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EDTA…………………………………………………………….………………..17 mM 
- Solución desnaturalizante para carga de proteínas en geles de SDS-PAGE (Loading 
buffer) (5X) 
Tris-ClH pH 6.8………………………………………………………..………….50 mM 
SDS………………………………………………………….…………………10 % (p/v) 
EDTA pH 8.0………………………………………………...……………….......10 m M 
Glicerol………………………………………………………………………....25% (p/v) 
Azul de Bromofenol……………………………………………..…………………0.5 g/l 
b-mercaptoetanol…………………………………………………….……..……5% (v/v) 
- Tampón de elución de ADN a partir de geles de poliacrilamida (PAA) (1X) 
NaCl………………………………………………………...……………………200 mM   
Tris-HCl pH 7.4…………………………………………………………………...20 mM 
EDTA ……………………………………………………………………….……...2 mM 
pH 8.0 
- Tampón de elución de ARN a partir de geles de poliacrilamida (1X) 
NH4Ac……………………………………………………………………………500 mM 
SDS………………...………………………………………...……….……….0.1 % (p/v) 
EDTA pH 8.0………………………………………………………...……………..1 mM 
- Tampón de dilución de proteínas purificadas (1X) 
KCl……………………………………………………………………….………..50 mM 
HEPES……………………………………………………….……………………20 mM 
BSA……………………………………………………………...…….………100 µg/ ml 
pH 7.4 
- Solución de poliacrilamida al 40% (19:1) para electroforesis de ARN y ensayos de 
protección frente a radical hidroxilo 
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Acrilamida…………………………………………………………………...…….380 g/l 
Bisacrilamida……………………………………………………………..…………20 g/l 
-Solución de poliacrilamida al 30.08% (30:08) para la electroforesis de ADN de ensayos 
de retardo en gel (EMSA) 
Acrilamida……………………………………………………………………...…300 g/l 
Bisacrilamida………………………………………………………………………...8 g/l 
- Solución de poliacrilamida al 30% (29:1) para electroforesis de proteínas 
Acrilamida……………………………………………………………………...….292 g/l 
Bisacrilamida…………………………………………………………………………8 g/l 
- Tampón de unión para ensayos de retardo en gel 
Tris-HCl pH 8.0…………………………………………………...………………70 mM 
KCl…………………………………………………………………….…………200 mM 
MgCl2………………………………………………………….………………….14 mM 
NaCl……………………………………………………………………………….80 mM 
EDTA………………………………………………………...……………………40 mM 
BSA……………………………………………………………………...…….100 µg/ ml 
Glicerol………………………………………………………………….…….0.5 % (v/v) 
pH 8.0 
- Solución Ca+2/ Mg+2 para medio M9 (100X) 
CaCl2.2 H2O………………...………………………………………..…………...10 m M 
MgSO4.7 H2O……………………………………………………………......…..100 m M 
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- Solución de sales para medio M9 (10X) 
NaPO4H.12H2O………………………………………………..…………………500 mM 
KH2PO4……………………………………………………………...………...…220 mM 
NaCl………………………………………………………………...………..…....85 mM 
NH4Cl…………………………………………………………………………….187 mM 
pH 7.0 
M.1.4.- Medios de Cultivo. 
- Medio LBT Líquido 
Bactotriptona…………………………………………………………..……………10 g/l 
Extracto de levadura……………………………………………………...…………..5 g/l 
NaCl…………………………………………………………………………………..5 g/l 
Timina……………………………………………………………………….…....20 mg/l 
pH 7.0 
- Medio LBT sólido 
Para realizar LBT sólido, se adicionó al LBT líquido agar bacteriológico (15 g/l) de la 
casa Pronadisa.  
- Medio de cultivo (2x) TY 
Triptona……………………………………………………………..………………16 g/l 
Extracto de levadura………………………………………...………………………10 g/l 
NaCl…………………………………………………………………………………..5 g/l 
pH 7.4 
-Medio Mínimo M9 Líquido 
Solución Ca+2/ Mg+2 (100X)……………………..………………………...……...10 ml/l 
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Vitamina B1……………………………………………………………….……...10 mg/l 
Solución de sales (10X)……………………………………………….…………100 ml/l 
(Ver apartado solución de sales para medio M9 10x) 
-Medio Mínimo M9 sólido 
Para preparar medio M9 sólido se adicionó al medio M9 líquido agar bacteriológico (15 
g/l) de la casa Pronadisa.  
Dependiendo de los requerimientos auxotróficos de la estirpe, los medios aquí descritos 
anteriormente fueron suplementados con: antibióticos, azúcares, aminoácidos, vitaminas 
o sales a las concentraciones requeridas en cada caso. 
M.1.5.- Plásmidos. 
Tabla 1.- ADNs plasmídicos usados en este trabajo. 
Nombre Parental Descripción Marcador 
de 
selección 
Referencia 
pBR322 pMB9 pMB9 Ap, Tc (Bolivar y col., 
1977) 
pAB24 pKN1562 
y pBR322 
(pMB9) 
parD+ Tc (Bravo y col., 
1987) 
pUC18 pMB9 pMB9 Ap (Yanisch-Perron 
y col., 1985) 
pKN1562 R1 drd-19 Miniderivado de R1, 
repA+, parD+
Km (Molin y col., 
1979) 
pUCSau3a pUC18 pUC18 con el 
fragmento Sau3a de 
parD (que incluye el 
operador) insertado en 
la diana BamH1 
Ap Dra.Mª Jesus 
Ruiz-Eichevarria 
(No publicado) 
pAB17 pKN1562 parD (Kis18, kid+) Km (Bravo y col., 
1987) 
pAB174 pAB17  Delección de parD Km (Bravo y col., 
1987) 
pRG-his-
KisKid 
pRG-recA-
NHis, 
pMB9 
Vector de expresión,  
parD+
Ap Dra. Rosario 
Sabariegos-
Jareño (no 
publicado) 
pJLV01 pKN1562 repA+, parD+, 
kidD75E
Km Este trabajo 
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pJLV01-
R55H 
pJLV01 repAR55H, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
D84N-
R221H 
pJLV01 repAD84N-R221H, 
kidD75E 
Km Este trabajo 
pJLV01-
A52V 
pJLV01 repAA52V, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
E260K 
pJLV01 repAE260K, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
A71V 
pJLV01 repAA71V, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
A120V 
pJLV01 repAA120V, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
P17S 
pJLV01 repAP17C, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
A87T 
pJLV01 repAA87T, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
T151I 
pJLV01 repA T151I, kidD75E Km Este trabajo 
pJLV01-
OriR1 
pJLV01 Mutación en el origen 
de replicación, kidD75E 
Km Este trabajo 
pJLV01-
W175Ambar 
pJLV01 repAW175Ambar, 
kidD75E 
Km Este trabajo 
pJLV01-
R249C-
R264H 
pJLV01 repAR249C-R264H, 
kidD75E 
Km Este trabajo 
pAB174-
P64S 
pAB174 repAP64S 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
R268C 
pAB174 repA R268C 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
Q133Ambar 
pAB174 repAQ133Ambar 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
W175Ambar-
S278N 
pAB174 repAW175Ambar-
S278N 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
A52V 
pAB174 repAA52V 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
G248E 
pAB174 repAG248E 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
R55H 
pAB174 repAR55H 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-
L212F 
pAB174 repAL212F 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174-Q6P pAB174 repAQ6P 
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pAB174- 
OriR1 
pAB174 Mutación en el origen 
de replicación,  
Deleción de parD
Km Este trabajo 
pKN1562- pKN1562 Miniderivado de R1, Km Este trabajo 
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Q209Ambar repAQ209Ambar, 
parD+
pKN1562-
A52S 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAA52S, parD+
Km Este trabajo 
pKN1562-
A54T 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAA54T, parD+
Km Este trabajo 
pKN1562-
R70T 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAR70T, parD+
Km Este trabajo 
pKN1562-
Q185Ambar 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAQ185Ambar, 
parD+
Km Este trabajo 
pKN1562-
R55H 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAR55H, parD+
Km Este trabajo 
pKN1562-
T151I 
pKN1562 Miniderivado de R1, 
repAT151I, parD+
Km Este trabajo 
pMLM132 pMLM1 PparD::lacZ Cm (Santos-Sierra y 
col., 2003) 
pMLM132-
II-I 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-D 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-ID 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD 
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-DC 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-C6 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD 
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-IC 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-DN 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-IDN 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD 
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-
II-IDC 
pMLM132 Mutación en la región II 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM132-I pMLM132 Mutación en la región I 
del promotor parD
PparD::lacZ
Cm Este trabajo 
pMLM126 pLNBAD pLNBAD::kis Cm (Lemonnier y 
col., 2004) 
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pMLM126 pLNBAD pLNBAD::kis Cm (Lemonnier y 
col., 2004) 
M.1.6.- Estirpes bacterianas. 
Tabla 2.- Estirpes bacterianas empleadas en la realización de esta tesis. 
Estirpe Genotipo Referencia 
OV2 F, leu, thy (deo), ara (am), lac-
125 (am), galU42, galE, trp
(am), tsx (am), tyr (supF) 
(ts)A81), ile, his 
(Donachie y col., 
1976) 
MC1061 F-, hsdR2, hsdM+, 
araD139, ∆ (lac,pro), spoT1, 
galU, galK, rspL (StrR)
(Casadaban y Cohen, 
1980) 
TG1 supE, ∆ ( lac-proB), thi1, hsdD
5, F´(traD36, lacIq, lacZM15, 
proAB+) 
(Sambrook y col., 
1989) 
MLM373 CSH16, F-, ∆ (lac,pro), supE, 
thi
(Santos-Sierra y col., 
2003) 
LK211 ∆oriC::pKN1562(dirección de 
las agujas del reloj), asnA+, kmr
(Koppes y Nordstrom, 
1986) 
MC1565 Ilv-192, asnB32, thi-1, relA1, 
spoT1, fuc, lysA, l-, F-
(von Meyenburg y 
col., 1979) 
MG1655 F-,l-, rph-1 (Blattner y col., 1997) 
MG1655∆lon-clpP F-,l-, rph-1, lon-, clpP- (Dra. Laurence Van 
Melderen) 
M.1.7.- Isótopos radiactivos. 
Para marcar las moléculas ADN en su extremo 5´, se utilizó el isótopo 32P en forma de 
[g-32P]- ATP con una actividad específica de 3000 Ci/mmol. Los isótopos fueron 
suministrados por Amersham Biosciences y por Hartmann Analytic GMBH.  
M.1.8.- Material autorradiográfico. 
Las películas autorradiográficas del tipo X-Omat fueron suministradas por las casas 
comerciales de Kodak y AGFA. Las pantallas amplificadoras son de las casas 
comerciales  Amersham Biosciences y Dufowt Cronex. Las placas fotoestimulables 
para la captación de imágenes con el Phosphorimager son de Amersham Biosciences y 
de Fujifilm. 
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M.1.9.- Marcadores de masa molecular. 
Los marcadores de masa molecular para ADN fueron suministrados por la casa 
comercial New England Biolabs. 
Como marcadores radiactivos de tamaño molecular se utilizaron las mismas moléculas 
de ARN marcadas en su extremo 5´utilizadas en cada ensayo y digeridas por MAXAM. 
También se utilizó la hidrólisis alcalina de las mismas moléculas de ADN marcadas en 
5´tal y como se describe en métodos. (M.2.16). 
M.1.10.- Oligonucleótidos. 
Los oligonucleótidos utilizados para amplificar mediante PCR regiones de ADN 
cromosómicos y para obtener ADN bicatenario se muestran en la tabla 3. Los 
oligonucleótidos utilizados para la secuenciación del plásmido pKN1562, se muestran 
en la tabla 4. Estos oligonucleótidos han sido sintetizados en el Servicio de Química de 
Proteínas del CIB mediante química de fosforamidas.  
Tabla 3.- Oligonucleótidos empleados para el estudio de la región promotora-operadora 
del sistema parD. En negrita se muestran los cambios de bases introducidos con 
respecto a la secuencia de ADN silvestre. 
Nombre Secuencia 5´ a 3´ Utilización 
XC TATGGAAGCAACCACGCT Amplificar y secuenciar 
la región promotora 
PparD
XD TGGGATTAACTGCGCGTCGCCGCTTT
C 
Amplificar la región 
promotora PparD
ID3-R TGGGATTAACTGCGCGTCGCCGCTTT
C 
Amplificar la región 
promotora (PparD) del 
plásmido pMLM132 
II-I-F GTTTGGTTGAATTCCCTATTTTTATTA
AACATTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-I-R AACGCACAATGTTTAATAAAAATAG
GGAATTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-D-F GTTTTTGAAAGTTATATTTTTATTGGG
AGTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-D-R AACGCACAACTCCCAATAAAAATAT
AACTTTCAAAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-ID-F GTTTGGTTGAATTCCCTATTTTTATTG
GGAGTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
Materiales y Métodos
44 
II-ID-R AACGCACAACTCCCAATAAAAATAG
GGAATTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-DC-F GTTTGGTTGAATTCCCTATTTGCGCG
GGGAGTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-DC-R AACGCACAACTCCCCGCGCAAATAG
GGAATTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-C6-F GTTTGGTTGAATTCCCTCGCTTCGCT
GGGAGTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-C6-R AACGCACAACTCCCAGCGAAGCGA
GGGAATTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IC-F GTTTGGTTGAATTCCCGCGCGTTATT
GGGAGTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IC-R AACGCACAACTCCCAATAACGCGCG
GGAATTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-DN-F GTTTGGTTGAAAGTTATATTTTTATTT
TCTCTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-DN-R AACGCACAAGAGAAAATAAAAATAT
AACTTTCAACCAAAC 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IDN-F GTTTGGTTGAATTCCCTATTTTTATTT
TCTCTTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IDN-R AACGCACAAGAGAAAATAAAAATAG
GGAATTCAACCAAAC 
Mutar región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IDC-F GTTTGGTTGAAAGTTAGCGCGGCGC
GAAACAATTGTGCGTT 
Mutar la región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
II-IDC-R AACGCACAATGTTTCGCGCCGCGCT
AACTTTCAACCAAAC 
Mutar región II  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
I-I-F AGTGGATGTTATATTCTTTGCGCGTA
ACTTTTATGGAGG 
Mutar la región I  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
I-I-R CCTCCATAAAAGTTACGCGCAAATA
ATATAACATCCACT 
Mutar la región I  del 
promotor PparD del 
plásmido pMLM132 
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Tabla 4.- Oligonucleótidos empleados para la secuenciación del plásmido pKN1562 
Nombre Secuencia 5´ a 3´ Utilización 
pKN1562-1 ATATGCCCGGAAAAGTTCAAGAC Secuenciar la región de 
repA en pKN1562 
pKN1562-2 CACGTAACCGCAATTACAGC Secuenciar el plásmido 
pKN1562 
pKN1562-3 CGTGGTAATGACAAAAATAGGACA
AG 
Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-4 ATTCACTGGCTGAGCTACTG Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-5 GATGGAATGCAAAGACTAGAAG Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-6 CATGCAACTTGACGATGAAC Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-7 TGCGCACGTATTCGGTGAAC Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-8 TGACGCGGTAACGCGATCTG Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-9 ATTCTGCTCTGGCCCATTC Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-10 GGAATCGCAGACCGATAC Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-11 CGCAGTCAGTTCGCAGTAG Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-12 GCGCATTCGACAGTACGTTG Secuenciar el plásmido 
pKN1562
pKN1562-13 GCGGCGTTCGTTCAGTATTG Secuenciar plásmido 
pKN1562 
pKN1562-14 GGATAACACAGGCTCAGTTC Secuenciar el plásmido 
pKN1562 
Tabla 5.- Otros oligonucleótidos empleados para la realización de este trabajo. 
Nombre Secuencia 5´ a 3´ Utilización 
P(D75E) (+) TTGTACGTTGCGAACAACCCCGGACA
AT 
Introducir cambio 
GAT-GAA 
(Asp75Glu en kid) 
P(D75E) (-) ATTGTCCGGGGTTGTTCGCAACGTAC
AA 
Introducir cambio 
GAT-GAA 
(Asp75Glu en kid)
LppF AGGTTGCTCCAGCAACGCTAA Amplificar región en 
5’ o 3’ del gen  lpp
LppR TTAGCACGAGCTGCGTCATCT Amplificar región del 
gen   lpp para qPCR
KisF GCATACCACCCGACTGAAGAGG Amplificar región del 
gen kis para qPCR 
KisR GGATCACACTGTGCCAGTAGCT Amplificar región del 
gen kis para qPCR
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PT7CopA TAATACGACTCACTATAGGCATAGCT
GAATTGTTGG 
Amplificación de 
copA
T151I-F ATTCCGACCGACATCACGTTCATACT
GGCTCTGTTTGCTGCCCTTG 
Introduce el cambio 
ACA-ATA (Thr151Ile 
en repA) en el 
plásmido pKN1562 
T151I-R CAAGGGCAGCAAACAGAGCCAGTAT
GAACGTGATGTCGGTCGGAAT 
Introduce el cambio 
ACA-ATA (Thr151Ile 
en repA) en el 
plásmido pKN1562 
R55H-F TGTGGCGCATGCCCATTCCCGTGGTCT
GCGTC 
Introduce el cambio 
CGT-CAT (Arg55His 
en repA) en el 
plásmido pKN1562 
R55H-R GACGCAGACCACGGGAATGGGCATG
CGCCACA 
Introduce el cambio 
CGT-CAT (Arg55His 
en repA) en el 
plásmido pKN1562 
RepA1R GAAGGTGGATGATGAGATTGTT Secuenciar 
controladores de 
replicación del 
plásmido pKN1562 
M.1.11.- Programas y aplicaciones informáticas. 
Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se utilizaron los siguientes programas 
informáticos: 
- Microsoft Office: Microsoft Word, Microsoft Excel, Microsoft Outlook, 
Microsoft Power Point. Microsoft Inc. 
- Internet explorer. Microsoft Inc. 
- Adobe CS3 Suite: Adobe Photoshop, Adobe Illustrator, Adobe In Design, 
Adobe®. 
- Data Max v2.20. 
- Clone Manager Suite 7. Scientific & Educational Software 1992-1994. 
- Quantity One. 2006 Bio-Rad Laboratories, Inc 
- Nano Drop 2000. 
- Bio-Rad IQTM5 v2.1 
- Varioskan Flash 2.4.3 
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M.2.- MÉTODOS. 
M.2.1.- Cultivo y conservación de E. coli. 
Para el crecimiento de las bacterias en medio sólido se utilizó LB-agar suplementado 
con timina (LBT-agar). Las bacterias se incubaron a 30, 37 o 42 ºC (según 
requerimientos de la estirpe bacteriana), durante un tiempo de entre 12-24 horas. 
El crecimiento de los cultivos en medio líquido se realizó en medio LB suplementado 
con timina (LBT), incubándose con agitación fuerte a 30, 37 o 42 ºC, dependiendo de la 
estirpe utilizada. El seguimiento del crecimiento de los cultivos se realizó por 
turbidimetría, midiendo su DO600nm, a diferentes tiempos. Las medidas se hicieron 
utilizando un espectrofotómetro HITACHI U-1100. 
Los medios de cultivo fueron suplementados con antibióticos o azúcares según los 
requerimientos de la estirpe (ver métodos M.1.4). 
Para la conservación de las estirpes bacterianas, se crecieron los cultivos en LBT, con el 
antibiótico adecuado durante, aproximadamente, 12 horas a 30 o 37 ºC. Posteriormente, 
4 ml del cultivo crecido hasta una DO600nm entre 1.5 y 2,  fueron centrifugados a 13000 
r.p.m. durante 2 minutos. El sedimento fue resuspendido en 1 ml de glicerol estéril al 
10% y, seguidamente, las células fueron congeladas a -70 ºC. 
M.2.2.- Trasnformación de E. coli.
Las células competentes se prepararon siguiendo el método de CaCl2,  descrito por 
(Hanahan, 1983); (Lederberg y Cohen, 1974). Después de su puesta en competencia, las 
células, se transformaron empleando el método de choque térmico (Sambrook y 
Pollack, 1974).  Si las células competentes iban a ser almacenadas a -70 ºC, se añadió 
glicerol a una concentración final del 10%. 
 Para obtener células competentes para electroporación, se utilizó el método descrito por 
(Miller y Nickoloff, 1995), con ligeras modificaciones. En este caso, las células se 
lavaron dos veces con agua estéril  y el último lavado se realizó con glicerol al 10%. 
Posteriormente, las células fueron almacenadas en glicerol al 10%. La electroporación 
se llevó a cabo de manera similar a como se ha descrito en (Dower y col., 1988). Se 
utilizó el electroporador MicroPulser™ de Bio-Rad. 
M.2.3.- Aislamiento de ADN plasmídico. 
La extracción del ADN plasmídico de cultivos de E. coli se llevó a cabo mediente el 
“kit” High Pure Plasmid Isolation de Roche Molecular Biochemical o mediante el 
método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979). La purificación de plásmidos de bajo 
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número de copias se realizó a gran escala, utilizándose los “kits” de maxi-preparaciones 
de la casa comercial QIAGEN. 
M.2.4.- Aislamiento de ADN genómico. 
La extracción de ADN cromosómico se realizó siguiendo el método descrito por (Projan 
y col., 1983), con ligeras modificaciones. Los cultivos celulares se crecieron durante 12 
horas, a 37 ºC. Seguidamente, y tras una dilución 1:1000, se permitió su crecimiento 
hasta alcanzar una  DO 600nm de 0.5. Las células fueron recolectadas a partir de 2 ml de 
cultivo, y resuspendidas en 300 µl de tampón (Tris 50mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM 
y sacarosa 20%). Posteriormente, se añadieron 6 µl de lisozima (10 mg/ml) y tras una 
incubación de 20 minutos a 4 ºC, se adicionaron 12 µl de Proteinasa K (5 mg/ml) y 3µl 
de ARNasa (5 mg/ml)  permitiéndose la incubación a 37 ºC, durante 90 minutos más. 
Después, se añadieron 30 µl de SDS al 10% y las muestras se incubaron 5 minutos a 4 
ºC. Tras fenolizar y precipitar, el ADN genómico fue resuspendido en H2O. El ADN 
obtenido se utilizó como molde en las reacciones de amplificación de ADN (PCRs), y 
también se usó para la cuantificación del número de copias por equivalente genómico 
realizado mediante PCR cuantitativa en tiempo real. 
M.2.5.- Extracción de ARN total. 
La purificación de ARN total se realizó utilizando el “kit” Aurum Total RNA de Bio-
Rad, con algunas modificaciones. Los cultivos celulares se crecieron durante 12 horas 
en medio LBT líquido. Tras diluir los cultivos 1:1000, éstos se crecieron de nuevo hasta 
alcanzar una DO600nm=0.5. En este punto, las células fueron recolectadas por 
centrifugación de 6 ml de cultivo (aproximadamente 2.4 x109 células). Seguidamente en 
cada muestra añadió 100 µl de lisozima (500 µg/ml) y 2.5 unidades de inhibidor de 
RNasa (RNasin® Ribonuclease Inhibitor de la casa comercial Promega). Posteriormente, 
se siguió el protocolo descrito por la casa comercial. Para evitar contaminaciones con 
ADN, tras la elución del ARN, las muestras fueron procesadas de nuevo con RQ DNasa 
I (2 U) durante 2 horas, a 30 ºC (Promega). Seguidamente, se repitió el protocolo de 
purificación. El ARN se eluyó con tampón de elución (aportado por la casa comercial) y 
se trató con 2.5 U de inhibidor de RNasa. El ARN total, se visualizó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y posterior tinción con BrEt. Posteriormente, se 
cuantificó mediante espectrofotometría. Todos los ARNs analizados dieron una relación 
de absorbancia 260/280 de 2, lo que indicaba un alto grado de pureza de las muestras. 
M.2.6.- Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
La amplificación de secuencias de ADN genómicas o plasmídicas se realizó en 100 µl 
de reacción que contenía: 200 µM de cada dNTP, 10 µl de tampón de reacción (10X), 2 
µM de cada oligonucleótido a utilizar, 4 U de Pfu DNA polimerasa y 40 ng de ADN 
plasmídico. Cuando se utilizó como molde ADN genómico, se utilizaron 
concentraciones variables de ADN que se obtuvieron mediante diluciones seriadas de 
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10 veces a partir de la extracción total de ADN cromosómico (ver métodos M.2.4). Se 
utilizó un termociclador de Mastercycler gradient de la casa comercial Eppendorf. 
M.2.7.- Obtención de ADN complementario (ADNc)  a partir de ARN (RT-PCR). 
La obtención de ADNc se realizó a partir de ARN total (obtenido según se describe en 
el apartado de métodos M.2.5) y los oligonucleótidos LppR y KisR que hibridan con los 
transcritos de los genes lpp (cromosómico) y kis (plasmídico), respectivamente. Se 
utilizó el “kit” ThermoScriptTM RNase H-Reverse Transcriptase de la casa comercial  
Invitrogen, realizándose ciertas modificaciones sobre el protocolo proporcionado por la 
casa comercial. Se hizo una mezcla que contenía: 1 µM de cada oligo (LppR y KisR), 
2.5 mM de los dNTPs, 1X de tampón  “cDNA Synthesis Buffer”, 5 mM de DTT y 5 U 
de la enzima transcriptasa reversa. Posteriormente, se adicionaron 300 ng de ARN total, 
previamente desnaturalizado durante 5 minutos a 65ºC, para obtener los 20 µl finales de 
reacción. La reacción de retrotranscripción se realizó en un termociclador (IQTM5 
Multicolor Real-Time PCR Delection System de Bio-Rad) del siguiente modo: Primero, 
las muestras se pusieron a 56 ºC durante 50 minutos y, seguidamente, a 85 ºC durante 5 
minutos. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 4 ºC durante 10 minutos. El ADNc 
se congeló a -20ºC para su posterior utilización en la PCR cuantitativa (qPCR).  
M.2.8.- Reacción en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qPCR). 
La amplificación de las secuencias tanto de ADN genómico (para la estimación del 
número de copias de plásmido por equivalente genómico) como de ADN 
complementario (ADNc) (para estimar los niveles transcripcionales de parD,  en tiempo 
real) se realizó en un volumen final de reacción de 20 µl. Para cada reacción se utilizó 
una dilución de 10 veces de una mezcla de iQTM SYBR® Green (contienen dNTPs y 
ADN polimerasa), de la casa Bio-Rad, y 1 µM de cada oligonucleótido a utilizar. Los 
oligonucleótidos fueron diseñados y analizados mediante el programa informático 
Clone Manager Suite 7. Scientific & Educational Software 1992-1994, para obtener dos 
productos de amplificación de ADN: Uno de 140 pb, en la región cromosómica (gen 
lpp) y otro de 186 pb, en la región amino terminal del gen kis. Se utilizó un 
termociclador IQTM5 Multicolor Real-Time PCR Delection System de Bio-Rad. Las 
reacciones de amplificación se realizaron durante 40 ciclos. Cada ciclo consta de: 
desnaturalización (95ºC, 10 segundos), anillamiento  (58ºC, 30 segundos)  y extensión 
(72ºC, 30 segundos). Las amplificaciones fueron realizadas por el Servicio de 
Proteómica y Genómica del CIB. Posteriormente, los datos fueron analizados mediante 
el programa informático Bio-Rad IQTM5 v2.1. 
M.2.9.- Marcaje radiactivo del ADN. 
El marcaje del extremo 5´de los oligonucleótidos empleados en este trabajo se realizó 
siguiendo el procedimiento descrito en (Sambrook y col., 1989). Para ello, se utilizó 
como isótopo radiactivo [γ-32P]-ATP, con una actividad específica de 3000Ci/mmol, y 
el enzima T4 polinucleótido quinasa (T4PKN), de New Englad Biolabs. La reacción de 
Materiales y Métodos
50 
marcaje se llevó a cabo según las recomendaciones indicadas por la casa comercial que 
suministró la T4PKN. Los oligos marcados radiactivamente se separaron del [γ-32P]-
ATP no usado en la fosforilación mediante cromatografía de filtración, empleando las 
columnas “Micro-Spin TM-G25 o G50” (Amersham), según se pretendiera purificar, 
respectivamente, oligonucleótidos menores de 20 pb o de mayor tamaño. Se siguió el 
protocolo recomendado por la casa suministradora.  
M.2.10.- Electroforesis del ADN. 
Se utilizaron geles horizontales de agarosa al 0.8 y al 2% según el tamaño del ADN a 
analizar. La electroforesis se realizó en tampón TAE (1X), a voltaje constante (100V). 
Los geles se tiñeron con BrEt (1.0 µg/µl) y el ADN se visualizó mediante la emisión de 
fluorescencia del bromuro de etidio irradiado con luz UV. 
Para los ensayos de retardo en gel se utilizaron geles verticales de poliacrilamida al 5 y 
al 8%, según el tamaño del ADN a analizar, en tampón TBE (1X). La electroforesis fue 
realizada a voltaje constante (100V). 
M.2.11.- Purificación de fragmentos de ADN. 
La purificación de fragmentos de ADN de tamaño superior a 300 pb, se realizó a partir 
de geles de agarosa. Para su extracción se utilizó el sistema de QIAquick de Qiagen, 
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. En otras ocasiones, el ADN fue 
extraído  mediante fenolización y precipitación con etanol absoluto. 
Los fragmentos de ADN de pequeño tamaño (menores de 300 pb) se purificaron a partir 
de geles de poliacrilamida (PAA). Tras ser visualizado mediante tinción con BrEt o 
mediante marcaje radiactivo en su extremo 5´con [γ-32P]-ATP, las bandas de ADN 
fueron cortadas y, el ADN, fue extraído del gel mediante incubación a 42ºC, durante 16 
horas, en el tampón de elución de fragmentos de gel. El ADN se recuperó mediante 
extracción fenólica y precipitación con etanol absoluto.  
M.2.12.- Cuantificación de ácidos nucleicos. 
Los ácidos nucleicos fueron cuantificados por espectrofotometría. Para ello, se tuvieron 
en cuenta los coeficientes de extinción de: 50 (µg/ml) cm-1 para ADN de cadena doble, 
33 (µg/ml) cm-1 para ADN de cadena sencilla y 40 (µg/ml) cm-1 para ARN. Las 
medidas de absorbancia se hicieron a longitud de onda de 260 nm.
Tanto el ADN total como el ARN total utilizados para la realización de las qPCRs, 
fueron cuantificados en el espectrofotómetro NanoDrop 200/2000c de Thermo 
Scientific. Para su cuantificación se utilizó el programa informático (NanoDrop 
200/2000c)  aportado por la casa comercial.  
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La cuantificación de fragmentos de ADN marcados radiactivamente con [32P] se realizó 
directamente mediante la utilización de placas fotoestimulables y el programa de 
ordenador “Quantity One” de Bio-Rad. Para la cuantificación de ADN a partir de 
imágenes tomadas se usaron dos programas: Image del phosphorimager de Futji (para 
las bandas radiactivas almacenadas en las placas fotoestimulables) y Quantity One (para 
la cuantificación rutinaria del ADN marcado o no radiactivamente, directamente a partir 
de los geles teñidos con BrEt. 
M.2.13.- Secuenciación. 
Todos los ADNs fueron secuenciados en el servicio de secuenciación del CIB 
(SECUGEN) mediante el método de terminadores de cadena de Sanger, (Sanger y col., 
1977).  
Los ADNs marcados radiactivamente fueron secuenciados mediante el método de 
secuenciación química descrito por Maxam y Gilbert (Maxam y Gilbert, 1980). 
M.2.14.- Mutagénesis del ADN. 
M.2.14.1.- Mutagénesis con hidroxilamina. 
La mutagénesis al azar del plásmido pKN1562 y sus derivados isogénicos pJLV01 y 
pAB174, se realizó mediante tratamiento con hidroxilamina. Se procedió según el 
protocolo descrito por (Hashimoto y Sekiguchi, 1976). Para ello, se utilizaron: 20 µl de 
ADN plasmídico (4 µg de ADN); 100 µl de tampón fosfato sódico 0.1 M, pH 6.0 
conteniendo EDTA 1 mM; 80 µl de hidroxilamina 1M  (Sigma), pH6.0 y EDTA 1mM. 
La mezcla se incubó a 65ºC durante 45 minutos. A continuación, las muestras se 
dializaron a 4ºC frente a 500 ml de tampón TE (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 mM 
EDTA) durante 2 horas, y frente a otros 500 ml de este tampón durante 12 horas.  
M.2.14.2.- Mutagénesis dirigida. 
Para introducir cambios en un determinado codón en la proteína Kid, en la proteína 
iniciadora de replicación RepA, así como también, para introducir mutaciones en la 
región promotora-operadora de parD, se utilizó el “Kit” QuikChange® XL II Site-
Directed Mutagénesis (Stratagene). Para aumentar la frecuencia de mutantes 
termosensibles en replicación y en la resistencia a kanamicina de pKN1562, se utilizó 
un tratamiento con hidroxilamina de pKN1562 in vitro según se describe en el apartado 
M.2.14.1. El ADN de pKN1562 así tratado, se utilizó para transformar la estirpe E. coli 
OV2 y los mutantes se identificaron por secuenciación según se  indica  en el apartado 
M.2.13. 
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M.2.15.- Rotura enzimática del ADN. 
Las digestiones de ADN por enzimas de restricción se llevaron a cabo según las 
condiciones de reacción especificadas por el fabricante (tampón de reacción, tiempo y 
temperatura). Las reacciones dobles de digestión se realizaron simultáneamente cuando 
las condiciones de reacción de ambas enzimas lo permitían, y de forma secuencial 
cuando éstas eran incompatibles. El resultado de las digestiones con enzimas de 
restricción fue visualizado por UV tras la electroforesis de una alícuota de la reacción en 
gel de agarosa al 0.8% teñido con BrEt.  
M.2.16.- Purificación de Kis y Kid. 
La purificación de las proteínas Kis, con cola de 6 histidinas, y de la protína Kid, se 
llevó a cabo siguiendo el protocolo de purificación por cromatografías de afinidad y de 
intercambio iónico (Hargreaves y col., 2002a), con ligeras modificaciones. Tras la 
inducción y procesamiento de los cultivos, los extractos celulares se cargaron en una 
columna de cromatografía de afinidad por níquel (Ni-IMAC). Los complejos his-Kis-
Kid retenidos en la columna fueron disociados en varios pasos. En primer lugar, se 
eluyó Kid mediante tratamiento con un agente desnaturalizante (hidrocloruro de 
guanidinio 5 M e imidazol-HCl 20 mM, pH 8.0). Seguidamente, se eluyó his-Kis 
mediante la adición de 50 mM de EDTA (secuestra el Ni2+ de la columna y deshace la 
unión de his-Kis a la misma) a un tampón que contenía hidrocluroro de guanidinio 5 M 
y 20 mM de Tris-HCl, pH 8.0. Las proteínas Kid e his-Kis se replegaron mediante 
diálisis en tampón de replegado (0.5 M sulfato amónico, 50 mM acetato amónico, 20 
mM b-mercaptoetanol, 0.1 mM EDTA y 5% glicerol); se realizó un segundo paso de 
diálisis en tampones para cromatografía en SP-sefarosa y Q-sefarosa en ausencia de 
glicerol (20 mM HEPES, 50-25 mM KCl, 5 mM b-mercaptoetanol y 0,1 mM EDTA), 
según se estuvieran purificando Kid o his-Kis. Seguidamente, las proteínas se 
sometieron a un segundo paso de purificación que consistó en una cromatografía de 
intercambio iónico (SP-y Q-sefarosa). La elución de his-Kis o Kid se realizó mediante 
un gradiente salino de KCl, 25-50 mM, para his-Kis, o 50-500 mM, para Kid. 
M.2.17.- Cuantificación de proteínas. 
Las proteínas fueron cuantificadas mediante espectrofotometría usando su coeficiente 
de extinción molar a 280 nm, ε280, calculado a partir de su composición de aminoácidos, 
siendo para Kid 5560 y para his-Kis 7930 M-1 cm-1
M.2.18.- Ensayos de retardo en gel.  
Los ensayos de retardo en gel (EMSA) se realizaron según se describe en (Garner y 
Revzin, 1981), (Monti y col., 2007) Se utilizaron los siguientes ADNs: i) un fragmento 
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de ADN de 174 pb, que contenía las regiones I y II del promotor-operador del sistema 
parD, ii) un fragmento de 81 pb que contenía la región II, y iii) un fragmento de 115 pb 
que incluía la región I. Todos los fragmentos habían sido marcados, previamente, en su 
extremo 5´con [g-32P]-ATP (1.4x106 CPM/mol). El ADN a 2 nM se incubó con una 
mezcla de Kid y/o Kis, empleándose diferentes relaciones molares entre ambas. Los 
ensayos de unión proteína-ADN, se realizaron durante 1 hora a 4 ºC, en tampón de 
unión (ver apartado M.1.3). Estos ensayos de retardo en gel también fueron realizados a 
altas concentraciones de ADN frio (350 nM) utilizando distintas relaciones molares 
entre Kis y/o Kid. Cuando se requirió, poli [d(I-C)] a 70 µM fue utilizado como un 
ADN competidor, no específico, que se añadió a las reacciones de incubación durante 5 
minutos más, una vez permitida la unión de las proteínas al DNA. Posteriormente, las 
muestras se sometieron a electroforesis a 4 ºC, en geles nativos de poliacrilamida al 8 % 
(para los fragmentos de ADN de 81 pb y 115 pb) o al 5% (para el fragmento de 174pb). 
El ADN se visualizó mediante exposición autorradiográfica.
M.2.19.- Ensayos de protección frente a rotura por radical hidroxilo (OH.). 
Los ensayos de protección frente a radical hidroxilo se realizaron tal y como se describe 
en (Monti y col., 2007). Para ello, se utilizaron dos fragmentos de ADN marcados en el 
extremo 5´con [g-32P]-ATP: i) un fragmento de 175 pb que contenía las regiones I y II 
de PparD y ii) otro fragmento de 115 pb que contenía la región I. Ambos fragmentos 
fueron incubados con Kid y/ó Kis por separado. Los complejos proteína-ADN, se 
formaron utilizando las mismas condiciones que han sido descritas en los ensayos de 
retardo en gel (ver métodos M.2.18). Tras la incubación, los complejos proteína-ADN 
fueron tratados con una solución que contenía: sulfato de hierro 100 µM, EDTA 200 
µM, ascorbato sódico 1 mM y peróxido de hidrógeno al 0.3%. Seguidamente, las 
muestras fueron incubadas a 4 ºC durante 5 minutos. Las reacciónes de corte del ADN 
fueron paradas por la adición de una mezcla que contiene: tiourea 8 mM y EDTA 1.7 
mM. Los complejos proteína-ADN, fueron separados del ADN libre mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida nativos al 5% y visualizados mediante 
exposición autorradiográfica. Posteriormente, estos complejos fueron cortados del gel y 
eluidos a 42 ºC, durante 12 horas, en tampón de elución. Los ADNs fueron precipitados, 
disueltos en solución desnaturalizante con formamida y analizados en geles de 
proliacrilamida al 8 %, en presencia de urea 8 M. Los productos de corte fueron 
visualizados por exposición autorradiográfica. 
M.2.20.- Ensayos de actividad b-galalctosidasa. 
Para realizar estos ensayos se utilizó la estirpe MLM373, que contiene el plásmido 
indicador pMLM132 (PparD::lacZ)  o sus derivados mutantes en la región promotora-
operadora, así como el plásmido pBR322 o su derivado pAB24, que aporta el sistema 
parD en trans. Los cultivos se crecieron a 37ºC en LB durante 16 horas. 
Posteriormente, se diluyeron 1000 veces en medio LB y se crecieron a 37ºC hasta 
alcanzar una densidad óptica DO600nm =0.4-0.5. Seguidamente, 200 µl de cada cultivo 
fue procesado según se describe en (Miller, 1972). La actividad b-galactosidasa se 
determinó en unidades de Miller. Se obtuvieron tres valores independientes para cada 
cultivo ensayado y con ellos se calculó el valor medio y la desviación estándar. Las 
mediciones de la actividad b-galactosidasa se realizaron en el espectrofluorímetro 
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Varioskan Flash de la casa Thermo Scientific, usando el programa informático 
Varioskan Flash 2.4.3. 
M.2.21.- Aislamiento de mutantes termosensibles de kanamicina y replicación. 
Los plásmidos pKN1562 (parD-wt) y sus derivados pAB174 (∆parD) y pJLV01 (parD-
kidD75E) fueron mutagenizados con hidroxilamina, y transformados en células de E. 
coli OV2 (supFts) en medio selectivo (Km), a 30ºC. La estirpe OV2 se caracteriza por la 
presencia del supresor termosensible supFts, que es capaz de suprimir mutaciones 
ambar a 30ºC pero no a 42ºC. Las células con plásmido se rescataron estriándolas en 
medio selectivo, a 30ºC. Seguidamente, fueron propagadas durante dos pases 
(aproximadamente 60 generaciones) a 42ºC, en medio no selectivo. Posteriormente, 
fueron de nuevo estriadas en medios selectivos tanto a 30ºC como a 42ºC. Los mutantes 
termosensibles de replicación no crecen en medios selectivos ni a 30ºC ni a 42ºC, 
mientras que los mutantes de kanamicina termosensibles crecen a 30ºC pero no a 42ºC. 
Los mutantes aislados termosensibles de replicación fueron rescatados de la placa 
maestra y tras posterior extracción del ADN fueron identificadas las mutaciones por 
secuenciación. 
M.2.22.- Determinación del número de copias de plásmido por equivalente 
genómico (PCN). 
La determinación del número de copias por equivalente genómico fue realizada según el 
trabajo descrito por (Lee y col., 2006), con modificaciones.  E coli OV2 fue usada como 
bacteria huésped. El ADN total fue extraido de los cultivos a D.O.600=0.5 en medio 
selectivo (kanamicina) y digerido durante 2 horas a 37 ºC con EcoR1, que produce un 
único corte en los plásmidos utilizados. La relación de absorbancia a 260/280 fue entre 
1.8 y 2, indicando una mínima contaminación de proteínas. En primer lugar se 
realizaron dos curvas patrón a partir de 800 ng de ADN genómico con diluciones 
seriadas, de 5-10 veces, por triplicado: i) una curva patrón para la amplificación de una 
región del plásmido pKN1562 o sus derivados, que contiene la región amino terminal 
del gen kis y ii) una curva patrón para la amplificación de una región cromosómica 
incluida dentro del gen lpp.  
La curva estándar es un gráfico del ciclo umbral (Ct) frente al logaritmo de la 
concentración del ADN (Co). La cantidad absoluta del ADN plasmídico y genómico 
para una muestra problema se puede estimar mediante la interpolación de su valor Ct en 
las curvas  estándar. 
La relación obtenida entre el valor de concentración, dado por las curvas patrón, entre 
lpp/kis para pKN1562 silvestre fue dada el valor de 1 (según la formula que se describe 
al final de este apartado)  y la relación obtenida del mismo modo entre las diferentes 
muestras se relativizó con respecto a este valor estándar. Obteniéndose valores relativos 
de número de copias de plásmido con respecto a la muestra silvestre (Figura 7).  
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Todos los datos del número de copias fueron corregidos para el porcentaje de células 
con plásmido habidas en el cultivo.  
PCN=Tamaño del ADN cromosómico (pb) x cantidad de ADN plasmídico (ng)/ 
Tamaño del ADN plasmídico (pb) x cantidad de ADN cromosómico (ng) 
Fig.7.- Esquema de la cuantificación de número de copias de plásmido por genoma equivalente. Se 
muestra en azul la antitoxina (kis) y en verde el gen de la lipoproteína, usado como referente 
cromosómico. Las flechas indican los productos de amplificación en azul oscuro para la amplificación de 
la antitoxina (azul oscuro) y para la amplificación del gen de la lipoproteína (lpp en amarillo). También se 
muestra una representación de la curva patrón para el plásmido (amplificación de kis en azul) y en verde 
para la curva patrón cromosómica (amplificación del gen de la lipoproteína en verde). 
M.2.23.- Análisis transcripcional del sistema parD mediante RT-qPCR. 
Se analizaron los niveles transcripcionales del sistema parD en diferentes mutantes 
termosensibles de replicación aislados en pKN1562 (parDwt) y pJLV01 (parD-
kidD75E), tomando como referencia cromosómica el gen de la lipoproteína (lpp). Para 
ello se extrajo el ARN total de tres cultivos independientes crecidos a una DO = 0.5 tal 
y como se describe anteriormente (ver métodos M.2.5). El ARN fue cuantificado 
mediante espectrofotometría. Para cada reacción de retrotranscripción se usó una 
cantidad de 300 ng de ARN total, obteniéndose así el ADN complementario (ver 
métodos M.2.7). Se hizo una curva patrón, usando ADN complementario obtenido 
anteriormente, tanto para el producto de amplificación del gen lpp como para el del gen
kis, realizando diluciones seriadas de 10 veces y usando los mismos oligonucleótidos 
que se han descrito en el apartado anterior. De todas las muestras se hicieron controles 
negativos, para descartar posibles contaminaciones de ADN. Para ello, se utilizó la 
misma cantidad  de ARN sin retrotranscribir. La qPCR se hizo utilizando una dilución 
de 100 veces de los productos obtenidos en la reacción de RT-PCR y comprobando que 
están dentro de la linealidad de la curva patrón.  Posteriormete, se calcularon los niveles 
de transcipcion mediante la siguiente formula; 2(Ctlpp-Ctkis). Dado que estamos analizando 
los niveles transcipcionales de parD en mutantes termosensibles de replicación, los 
valores de trasncripcion que se obtuvieron se corrigieron para el número de copias de 
plásmido por equivalente genómico. 
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R.- RESULTADOS. 
R.1.- Secuenciación del plásmido pKN1562 del factor de resistencia a antibióticos 
R1.  
R. 1.1.- Resultados de la secuenciación y mapa genético del plásmido. 
pKN1562 es un miniplásmido del factor de resistencia a antibióticos R1 en el que se 
definió el replicón mínimo del plásmido R1 (Nordstrom y Nordstrom, 1985) y donde se 
aisló el primer mutante que permitió la identificación del sistema  toxina-antitoxina 
parD (Bravo y col., 1987). El replicón básico incluye los genes específicamente 
implicados en inicio de replicación repA, tap  y el origen de replicación oriR1 así como 
los genes copA y copB que controlan los niveles de replicación y mantienen un número 
de copias bajo. El sistema auxiliar de estabilidad parD es un operon bicistrónico que 
codifica dos proteínas de pequeño tamaño, una antitoxina, Kis (Killing supressor) y una 
toxina, Kid (Killing determinant). Durante esta tesis doctoral se ha secuenciado el 
plásmido pKN1562. Aunque existía información de secuencia de estas dos regiones y se 
disponía de la secuencia del replicón, no se conocía la secuencia completa de este 
plásmido de referencia. Esta secuencia se ha obtenido como parte del trabajo de Tesis. 
La secuenciación se realizó en el servicio de secuenciación del CIB (SECUGEN) 
mediante el método de terminadores de cadena de Sanger (Sanger y col., 1977) y se ha 
validado determinando la secuencia de la cadena complementaria. La secuenciación se 
llevó a cabo sobre dos tipos de muestras: ADN plasmídico purificado a partir ce 
cultivos líquidos con el “kit” de maxipreparaciones de Qiagen o  a partir de colonia 
usando amplificaciones por PCR del ADN plasmídico mediante el “Kit” ManiPhiTM de 
la casa comercial de Xpolbiotech. Los resultados de ambas secuenciaciones mostraron 
que la tanto la longitud del producto de secuenciación como la calidad de los resultados 
mejoraron, en las regiones más alejadas, cuando se usó ADN plasmídico purificado 
como molde. Debido a que pKN1562 es un plásmido de bajo número de copias, la 
secuenciación a partir de colonia realizada en este proyecto ha puesto a punto este 
método para su posible aplicación en otros plásmidos  de bajo número de copias, donde 
la extracción de ADN plasmídico es mas laboriosa. En la figura 8 se muestra el mapa 
del plásmido pKN1562 con indicación de los marcos de lectura abiertos (ORF) 
identificados. 
Se han identificado los los genes correspondientes a los controladores CopB y CopA, a 
la proteína acopladora Tap y a la proteína iniciadora de replicación RepA a la que sigue 
la región del orígen de replicación oriR1. Inmediatamente después del origen de 
replicación se encuentra el ORF de RepA4 que está conservado en los plásmidos de la 
familia IncFII (Ryder y col., 1982). También se encuentra un gen de una proteína de 
membrana, tir, un activador del transporte del fosfoglicerato (pgtA) y genes implicados 
en  transposición (insA e insB); sin embargo, insA es una versión truncada y no 
funcional de la que se encuentra en R100. Las diferencias de esta región puede reflejar 
la construcción del miniderivado. 
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Fig. 8.- Mapa de pKN1562. En él se localizan: el gen de resistencia a kanamicina, aphA1 que se ha 
utilizado como marcador de selección; el origen de replicación oriR1; el gen repA de la proteína 
iniciadora de la repliación; los genes copB y copA que controlan el número de copias del plásmido ; el 
gen tap (translation adaptation protein) cuya traducción se requiere para la síntesis eficiente de la 
proteína RepA y  los genes kis  y kid del locus toxina-antitoxina parD.  
La secuencia inicial obtenida sobre una de las dos cadenas y verificada según se indica 
más arriba se recoge en el anexo 1. Se ha hecho un alineamiento entre regiones de las 
secuencias de pKN1562 y R100 que  indica que hay variaciones puntuales que parecen 
restringidas a una zona  amplia que incluye el replicón básico de estos plásmidos (anexo 
1; 22pb-1628pb: repA, Ori, repA4). En el caso del controlador CopB y de su diana, el 
promotor del gen repA, estas variaciones puntuales han dado lugar a diferencias 
funcionales: CopB no es intercambiable entre los dos replicones. Sin embargo si lo es el 
controlador principal de la replicación y determinante de incompatibilidad, el RNA 
antisentido CopA, ya que ambos plásmido pertenecen al mismo grupo de 
incompatibilidad. También es interesante resaltar que las secuencias de los genes y 
regiones reguladoras de los sistemas toxina-antitoxina de tipo II  de ambos plásmidos, 
denominados parD y pem respectivamente en R1 y R100, son perfectamente idénticas. 
R.1.2.- Resumen. 
1.- Se ha completado la secuencia del miniplásmid de R1 pKN1562 obtenido de cultivo 
o de colonia que extiende la información de secuencia de las regiones de replicación y 
toxina-antitoxina que se estudian en este trabajo.  
2.- El análisis comparativo de las secuencias y el orden de los genes en R1 y R100 es 
consistente con el origen común de los dos factores de resistencia a antibióticos y 
confirma y extiende las diferencias puntuales entre los dos replicones previamente 
detectada.  
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3.- Las secuencias correspondientes a las proteínas de los sistemas auxiliares de 
estabilidad parD y pem y a sus regiones reguladoras son idénticas y también su 
localización relativa. Ello es consistente con la propuesta hecha por otros autores 
(Gerdes y col., 2005) que este sistema ha sido adquirido  recientemente por los dos 
plásmidos y que existe una región preferente para su integración que es común en los 
dos plásmidos. 
R.2.- Acoplamiento entre módulos de replicación y sistema parD. 
R.2.1.- Análisis del “fenotipo de interferencia” observado en el plásmido pKN1562: 
obtención de mutantes termosensibles en la resistencia a kanamicina y de 
replicación por mutagénesis in vitro con hidroxilamina. 
En esta tesis se presenta un análisis del acoplamiento entre los módulos de replicación y 
del sistema toxina-antitoxina Kis-Kid mediante el estudio de la actividad este sistema 
TA cuando la replicación del plásmido está afectada por mutantes condicionales de 
replicación y abrir una vía hacia la identificación del interruptor molecular que acopla 
los dos módulos. Los mutantes termosensibles en replicación se indujeron en el mini 
plasmido pKN1562 (parD+) y en variantes de este plasmido con un sistema parD
inactivo mediante tratamiento in vitro con hidroxilamina y se rescataron junto con 
variantes no mutadas (la mayoría) mediante transformación en la estirpe OV2. Se 
utilizaron como temperatura permisiva y no permisiva 30ºC y 42ºC, respectivamente. 
Los mutantes termosensibles en la resistencia kanamicina aparecieron con una 
frecuencia próxima a 1/500. Mutantes termosensibles de replicación aparecieron con 
frecuencias relativas que dependen de la presencia en cis de un sistema parDwt o 
mutado (ver más abajo)  y se pierden después de sucesivos pases a la temperatura no 
permisiva; estos mutantes se rescatan de una primera placa maestra (Figura 9). Los 
efectos de la mutación  fueron extremos a 42 ºC pero también fueron claros a 30 ºC y 
fue a esta temperatura que mimetiza una replicación ineficiente, a la que se hizo el 
análisis del efecto en replicación y del acoplamiento entre módulos 
Una de de las consecuencias del acoplamiento es la interferencia de parD con el 
aislamiento de mutantes termosensibles de replicación, fenotipo que denominamos “de 
interferencia”. Esta interferencia puede medirse como una disminución en la frecuencia 
de aislamiento de mutantes termosensibles en replicación con respecto a la frecuencia 
de aislamiento de los los mutantes termosensibles en la resistencia a kanamicina que es 
independiente de parD. Dos consecuencias adicionales del acoplamiento son la 
desregulación del sistema parD en respuesta a una replicación ineficiente y la 
contribución del sistema a la recuperación de la replicación plasmídica (número de 
copias), que tal como se explicó en la introducción, dependen de la actividad de la 
toxina Kid.  
En el experimento se determinaron las frecuencias de aislamiento de mutantes 
termosensibles en replicación y de mutantes resistentes a kanamicina en tres 
miniplásmidos R1: pKN1562 (parD-wt), pJLV01 (parD-kidD75E) y pAB174 (∆parD). 
pKN1562 tiene el sistema parD silvestre y codifica una toxina con actividad RNasa y 
con capacidad co-reguladora. pJLV01 es un derivado de pKN1562 que lleva una 
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mutación puntual en kid, kidD75E introducida por mutagénesis dirigida que neutraliza 
la actividad RNasa de la toxina Kid pero mantiene su carácter regulador (Diago-Navarro 
y col., 2009). Esta mutación permite correlacionar los efectos de la toxina Kid con su 
actividad RNasa y evaluar el efecto de las mutaciones repts sobre la actividad 
transcripcional del sistema.  
La interferencia debería de reproducirse claramente en pKN1562 que lleva un locus 
parD-wt y se manifestaría como una caída drástica en la frecuencia de aislamiento de 
mutantes repts con respecto a los mutantes termosensibles en la resistencia a 
kanamicina (aphA1ts). pAB174  es también un derivado de pKN1562 que tiene 
delecionado el gen kid y la region 3´ terminal del gen kis (Bravo y col., 1987). Debido a 
la delección en pAB174 el sistema está desactivado y desregulado. 
Experimentos previos habían indicado que el fenotipo de interferencia se perdía en 
pAB174, esto es, era posible aislar con similar frecuencia mutantes termosensibles en 
replicación y en la resistencia a kanamicina (Bravo y col., 1987). Es previsible que esta 
interferencia se pierda también en pJLV01, si el acoplamiento es dependiente de la 
actividad RNasa de la toxina.  
Como se ha indicado y se esquematiza en la figura 9, despues del tratamiento in vitro
con hidroxilamina, los plásmidos se introdujeron en E. coli OV2 (supFts) mediante 
transformación,  y los transformantes se seleccionaron a 30 ºC en placas de Luria-Agar 
conteniendo kanamicina a 50 µg/ml (LA-Km). Las colonias transformantes se  estriaron 
en el mismo medio y las estrías se crecieron a 30ºC (placa maestra). Seguidamente, se 
propagaron  durante dos pases (aproximadamente 60 generaciones) a 42ºC, en placas de 
LA sin kanamicina y, finalmente, fueron de nuevo estriadas y propagadas en medio 
selectivo (LA-Km) tanto a 30ºC como a 42ºC. Los mutantes termosensibles de 
replicación no crecen en medio selectivo ni a 30ºC ni a 42ºC, debido a que han perdido 
el plásmido a la temperatura no permisiva, mientras que los mutantes termosensibles en 
la resistencia a kanamicina  crecen a 30ºC pero no a 42ºC, tal y como se muestra en la 
figura 9.  
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Fig. 9.- Esquema del aislamiento de mutantes termosensibles de replicación y kanamicina. pKN1562 
(parDwt) y sus derivados pAB174 (∆parD) y pJLV01 (parD-kidD75E) fueron mutagenizados con 
hidroxilamina y transformados en E. coli OV-2 (supFts) en medio selectivo (LA-Km), a 30ºC. Las células 
con plásmido se rescataron estriándolas en medio selectivo, a 30ºC. Seguidamente, fueron propagadas 
durante dos pases (aproximadamente 60 generaciones) a 42ºC en medio no selectivo (LA). 
Posteriormente, fueron de nuevo estriadas en medio selectivos tanto a 30ºC como a 42ºC. Los mutantes 
termosensibles de replicación no crecen en medio selectivos ni a 30ºC ni a 42ºC (azul), mientras que los 
mutantes termosensibles en la resistencia a kanamicina crecen a 30ºC pero no a 42ºC (rojo).  
Posteriormente, los mutantes termosensibles de replicación fueron aislados de la placa 
original y se comprobó su termosensibilidad propagando una mezcla de 20 colonias 
(para cada mutante) a 42 ºC durante dos pases, de 16 h cada uno, en placas de LA sin 
kanamicina. 100 colonias fueron estriadas y crecidas a 30 ºC en placas de LA con 
kanamicina. Los mutantes termosensibles de replicación pierden el plásmido que le 
confiere la resistencia a kanamicina tras dos pases a 42ºC en medio no selectivo y por 
ello no crecen al estriar en presencia del antibiótico.  
En presencia de un sistema funcional parD, pero no en su ausencia, el fenotipo de 
interferencia debería causar una reducción clara de la proporción Repts/AphA1ts. Este 
fue el caso: la proporción Repts/AphA1ts encontrada con pAB174  o pJLV01 era igual 
a 1 pero  este valor se redujo  a 0.3 en células transformadas con el plásmido pKN1562 
mutagenizado (ver Tabla 6). Los valores similares obtenidos de Repts/AphA1ts en los 
plásmidos pAB174 y pJLV01, indican que el acoplamiento modular analizado requiere 
la actividad RNasa de la toxina Kid, y se observa en presencia del potencial co-
regulador de la toxina. Se confirma que la deleción del sistema también anula el 
fenotipo de interferencia. 
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Tabla 6.- Número de mutantes termosensibles de kanamicina (AphA1ts) y de replicación 
(repts) en E. coli OV2 (supF) 
Plásmidos Número de mutantes 
Km termosensibles 
Número de 
mutantes de 
replicación 
Relación entre mutantes 
termosensibles aislados de 
replicación y de 
kanamicina  
pKN1562 19 6 0.3 
pJLV01 11 11 1 
pAB174 19 19 1 
Tabla 7.- Mutantes obtenidos en la proteína RepA por mutagénesis con hidroxilamina 
Tipo de plásmido Número de mutantes Tipo de mutación Cambio de aminoácio 
introducido 
pKN1562 1 CAG-UAG Gln 209 Ambar 
pKN1562 1 CGC-AGC  Ala 52 a Ser 
pKN1562 1 GCC-ACC Ala 54 a Thr 
pKN1562 1 CGG-UGG Arg 70 a Thr 
pKN1562 1 UGG-UAG W 175 Ambar 
pKN1562 1 CAG-UAG Q 183 Ambar 
pAB174 3 CCA-TCA Pro 64 a Ser 
pAB174 1 CGC-UGC Arg 268 a Cys 
pAB174 1 CAG-UAG Gln 133 Ambar 
pAB174 1 TGG-TAG        
 AGC-AAC 
Trp 175 Ambar   
Ser 278 a Asn 
pAB174 3 GCG-GTG Ala 52 a Val 
pAB174 1 GGA-GAA Gly 248 a Glu 
pAB174 3 CGU-CAU Arg 55 a His 
pAB174 2 CUU-UUU Leu 212 a Phe 
pAB174 2 CAA-CCA Gln 6 a Pro 
pAB174 2 CAC-CCC His 5 a Pro 
pJLV01 1 CGU-CAU Arg 55 a His 
pJLV01 1 GAC-AAC 
CGU-GUG 
Asp 84 a Asn 
Arg 221 a His 
pJLV01 1 GCG-GUG Ala 52 a Val 
pJLV01 1 GAA-AAA Glu 260 a Lys 
pJLV01 1 GCU-GUU Ala 71 a Val 
pJLV01 1 GCC-GUC Ala 120 a Val 
pJLV01 1 CCG-TCG Pro 17 a Ser 
pJLV01 1 GCC-ACC Ala 87 a Thr 
pJLV01 1 ACA-AUA Thr 151 a Ile 
pJLV01 1 UGG-UAG Trp 175 a Ambar 
pJLV01 1 CGC-TGC 
CGT-CAT 
Arg 249 a Cys 
Arg 264 a His 
R.2.2.- Caracterización de mutantes condicionales de replicación: localización de 
las mutaciones aisladas. 
La región de replicación de los plásmidos mutantes se secuenció para localizar las 
mutaciones y para identificar los cambios introducidos (ver métodos M.2.13). Las 
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mutaciones repts se localizaron en el replicón básico de los mini derivados de R1 
(pKN1562, pAB174 y pJLV01) y se determinó el efecto en la replicación evaluando el 
su efecto en el número de copias del plásmido a temperatura permisiva. Las mutaciones 
estaban localizadas fundamentalmente en repA,  el gen de la proteína iniciadora RepA 
en los tres plasmidos estudiados. También se obtuvieron mutaciones que afectaban a 
replicación y que se localizaban en el gen tap de la proteina acopladora Tap (dos 
mutaciones idénticas aisladas en pJLV01 y en pKN1562 que no resulta en cambio de 
aminoácido) y en el orígen de replicación oriR1 (dos mutaciones idénticas que se 
aislaron en pJLV01 y pAB174, ver figura 10). Este cambio se localizaba en uno de los 
palíndromes con los que interacciona preferentemente la proteína iniciadora de 
replicación.  
Fig. 10.- Palíndromes de interacción de la proteína iniciadora de replicación RepA. En rojo se 
muestra la base afectada en el mutante aislado de replicación en los plásmidos pAB174 y pJLV01. 
Una representación lineal de los mutantes aislados en repA indica que en  los plásmidos 
carentes de actividad tóxica de Kid (pAB17 y pJLV01) estas mutaciones se localizan a 
lo largo de toda la proteína RepA, y que en el plásmido parental pKN1562, que tiene un 
sistema parD silvestre, la localización parece restringida a dos regiones particulares que 
corresponden a los aminoácidos 52-70 y del 175-209 (figura 11). 
Fig. 11.- Cambios en la secuencia de aminoácidos de RepA introducidos por las mutaciones repAts. 
Se indican los cambios introducidos por la mutaciones en los plásmidos: pKN1562 (parD-wt, en negro), 
pJLV01 (parD-kidD75E, en gris oscuro) y pAB174 (parD-∆kid, en gris claro).  
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R.2.3.- las mutaciones repAts disminuyen el número de copias del plasmido y 
activan transcripcionalmente el sistema parD.
Es previsible que los mutantes termosensibles en replicación tengan a la temperatura 
permisiva un número de copias del plásmido reducido. La determinación de este valor  
(PCN por equivalente genómico) se realizo mediante PCR cuantitativa según se indica 
en M.2.22 y se esquematiza en la figura 12 A y C. Los valores se extrapolaron al 
obtenido para el plásmido silvestre pKN1562. Todos los mutantes de replicación 
analizados tienen reducido su número de copias a la temperatura permisiva (PCN, por 
Plasmid Copy Number por genoma equivalente), en pJLV01 (Figura 12 paneles A y C).  
Fig. 12.- Número relativo de copias de plásmido por genoma equivalente (PCN) y análisis 
transcripcional del sistema parD de los plásmidos analizados. Los valores obtenidos para el plásmido 
pKN1562 y sus derivados se muestran en barras grises, mientras que los obtenidos para pJLV01 y sus 
derivados se muestran en blanco. Paneles (A) y (C) muestran, respectivamente, el número relativo de 
copias de plásmido por genoma equivalente de mutantes obtenidos en pKN1562 y en pJLV01; el valor de 
PCN del pKN1562 silvestre fue usado como referente. Paneles (B) y (C) muestran, respectivamente, los 
valores de niveles transcripcionales de parD obtenidos para pKN1562 en pJLV01 y sus mutantes Repts.  
El fenotipo de interferencia confirmado y cuantificado durante el aislamiento de los 
mutantes sugiere que la deficiencia en replicación de los mutantes cuantificada como un 
descenso en el número de copias, activa el acoplamiento entre los módulos de 
replicación y toxina-antitoxina. Este acoplamiento se ha evaluado directamente 
analizando los niveles transcripcionales del sistema kis-kid en los mutantes repts y 
comparándolos con los niveles observados en el plásmido parental.  
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Los niveles transcripcionales de parD por número de copias, en diferentes mutantes 
repts aislados en pKN1562 y en pJLV01, fueron determinados por análisis RT-qPCR 
según se indica en Materiales y Métodos (M.2.23) y los valores se representa en la 
figura 12 paneles B y D. Se refirió en todos los casos al valor obtenido para el gen 
cromosómico  de la lipoproteína. Notar que este análisis transcripcional fue también 
posible en pJLV01 debido a que la mutación KidD75E afecta específicamente a la 
actividad RNasa de la toxina Kid pero no a su actividad co-reguladora. Los resultados 
indican que el sistema kis-kid esta desregulado en todos los mutantes repts y que esta 
desregulación tiene una relación inversa con el número de copias del plásmido. Estos 
resultados indican que el sistema kis-kid se activa transcripcionalmente en respuesta a 
una replicación ineficiente y que es la bajada en el número de copias la determinante del 
grado de activación observado. 
R.2.4.- La activación del sistema parD contribuye a rescatar la eficiencia de 
replicación en los mutantes repAts. 
Otra de las consecuencias aparentemente paradójica del acoplamiento entre módulos es 
la contribución del sistema parD a una recuperación de la eficiencia de replicación. 
Como se ha mencionado esta recuperación es debida a una activación parcial de la 
toxina Kid  asociada a la desregulación del sistema en condiciones de replicación 
ineficiente y al procesamiento del el mensajero policistrónico copB-repA por la 
actividad RNasa de la toxina. Como también se ha indicado en la introducción, este  
procesamiento disminuye lo niveles de CopB que es un represor del promotor de repA y 
por lo tanto, aumenta los niveles de la proteína iniciadora y la eficiencia de replicación.  
El análisis de este fenotipo se evaluó comparando el número de copias de los mismos 
mutantes repts en pKN1562 que tiene un sistema parD-wt o en pJLV01 que lleva la 
mutación parD-kidD75E. Como se ha indicado, la utilización de este mutante permite
analizar el efecto de las mutaciones repts en los niveles de transcripción del sistema. 
Con este fin se seleccionaron las mutaciones repA55 y repA151 que cambian, 
respectivamente, R55 por Histidina y T151 por Isoleucina en la proteína RepA. Estas 
mutaciones fueron aisladas en pJLV01 (parD-kidD75E) y se introdujeron por 
mutagénesis dirigida en el plásmido pKN1562.  
Los resultados indican que en pJLV01 el número de copias relativo correspondiente a 
las mutaciones  repA55 o repA151 es de 0.3 y <0.2, respectivamente. Estos valores 
aumentaron en el fondo parD silvestre (pKN1562) a valores 0.8-1 y 0.2, 
respectivamente (figura 13 panel A), indicando que este sistema parD silvestre se activa 
y es capaz de recuperar parcialmente la eficiencia de replicación. La neutralización del 
rescate por la mutación kid-D75E indica una correlación directa del rescate con la 
actividad RNasa de Kid. Los resultados añaden que el rescate  es ineficaz en mutantes 
repts que en pJLV01 tienen un número de copias relativo inferior a 0.2 pero que es 
claramente significativo cuando este valor es al menos 0.3.  
Se determinaron también los efectos de estas dos mutaciones sobre los niveles 
transcripcionales de parD tanto en presencia de un sistema funcional parD+ (pKN1562) 
como en el sistema inactivado por la mutación kid-D75E (pJLV01). Los resultados 
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obtenidos indican que ambas mutaciones desregularon claramente el sistema parD y lo 
hacen en una relación inversa  al número de copias (figura 13 panel B).  
Un resultado interesante, encontrado en este análisis, fue que los niveles 
transcripcionales relativos del sistema parD asociado a las mutaciones fueron más altos 
en ausencia de un sistema funcional parD (pJLV01) que en su presencia (pKN1562). 
Esto sugiere un efecto directo de la actividad RNasa de Kid sobre los niveles 
transcripcionales de parD. De hecho existe un sitio preferente de corte por Kid, 5´-U-
UAC-U-3´, en el ARN mensajero policistrónico de la antitoxina de  parD. 
Finalmente se determinó el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad de los 
plásmidos pKN1562 y pJLV01. Es previsible que exista una correlación directa entre el 
número de copias del plásmido y su estabilidad, y que un rescate en la eficiencia de 
replicación fuese acompañado de una mayor estabilidad. Los resultados para los dos 
mutantes estudiados tanto en un contexto parDwt como en un contexto parD-kid75 se 
muestran en el panel C de la figura 13. Estos resultados indican la baja estabilidad del 
mutante T151, que en pJLV01 tiene asociado un número de copias bajo y que no es 
rescatado eficientemente por el sistema parD-wt, y una estabilidad mayor del mutante 
R55H, que tiene un número de copias mayor en pJLV01 y que es rescatado 
eficientemente por el sistema parD-wt. Los datos indican que el rescate sólo es eficiente 
a partir de un valor umbral en el número de copias. 
Fig. 13.- El análisis comparativo de los efectos de mutaciones repAts en los plásmidos pKN1562 y 
pJLV01. (A) Se muestra el PCN y (B) los niveles transcripcionales de parD. Se muestra el efecto de las 
mutaciones en el PCN y en niveles transcripcionales de parD con barras grises en pKN1562 y blancas sus 
isogénicos en pJLV01(tanto en A como en B). (C) Se muestra la estabilidad plasmídica de pKN1562, 
pJLV01 y sus derivados mutantes en repAts. Barras rojas muestran la estabilidad en 30 generaciones, 
aproximadamente, y barras azules  estabilidad en 60 generaciones, aproximadamente.  
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R.2.5.- El nivel de la antitoxina Kis es el factor clave que acopla los módulos de 
replicación y sistema parD del plásmido R1.  
Como la antitoxina Kis es el elemento que confiere especificidad a las interacciones que 
regulan la expresión de parD y además  es el componente más inestable del sistema,  
quisimos estudiar si estaba implicada en el acoplamiento entre replicación y el sistema 
parD. La desregulación del sistema en los mutantes repts y la activación de la toxina 
Kid detectable en el rescate replicativo sugerían como posible causa una reducción de 
los niveles de la antitoxina Kis. La señal inicial podría ser la disminución de la dosis 
génica de kis-kid asociada a la caída en el número de copias del plásmido en mutantes 
condicionales de replicación. Como el fenotipo de interferencia es una señal del 
acoplamiento entre módulos de replicación y parD del plasmido R1, se utilizó este 
fenotipo de interferencia para testar esta hipótesis. En el experimento se evaluó si un 
aumento de los niveles de la antitoxina podría neutralizar la interferencia. Por esta 
razón, se transformó el plásmido pKN1562, previamente mutagenizado con 
hidroxilamina, en una estirpe bacteriana que sobre-produce la antitoxina Kis (MG1655 
llevando el plásmido sobre-productor pMLM126) y en la estirpe paternal (MG1655) y 
determinamos en cada caso la proporción Repts/AphA1t. El fenotipo de interferencia 
fue claro en la estirpe paternal (Repts/AphA1ts = 7/27 = 0.26) pero esta proporción 
aumentó drásticamente en la presencia del sobre productor de Kis (Repts/AphA1ts = 
10/8 = 1.2). En experimentos independientes se repitió el mismo análisis pero usando 
como receptora del ADN mutagenizado pKN1562, una estirpe delecionada de lon y 
clpP, los genes de las principales proteasas que actúan degradando la antitoxina Kis. La 
estabilidad de la toxina está modulada por ClpP y se incrementa en  ausencia de esta 
proteasa (Dra. Elizabeth Diago Navarro, datos no publicados). El análisis indicó que la 
estabilización de la antitoxina Kis en ausencia de ClpP suprimió también el fenotipo de 
interferencia (Repts/AphA1ts = 7/6 = 1.1).  
El resultado del análisis es consistente con la hipótesis de que los niveles de la 
antitoxina Kis  disminuyen en los mutantes repts y que esta disminución desregula el 
sistema parD y activa al menos parcialmente la toxina Kid que a su vez puede rescatar 
parcialmente la replicación del plásmido. Los niveles de la antitoxina Kis en los 
mutantes no pudo evaluarse directamente debido a la falta de sensibilidad de los 
anticuerpos anti-Kis disponibles. 
R.2.6.- Resumen. 
1.- Utilizando distintos mutantes de replicación del plásmido R1 se ha explorado la 
existencia de un acoplamiento funcional entre el replicón básico del plásmido y el 
sistema toxina-antitoxina parD del mismo. 
2.- El análisis establece, claramente, una correlación inversa entre la eficiencia de 
replicación plasmídica y la activación del sistema parD, que se manifiesta como una 
desregulación del sistema y una activación parcial de la toxina del sistema.  
3.- El acoplamiento entre sistemas permite una recuperación de la eficiencia de 
replicación y estabilidad del plásmido en los mutantes condicionales de replicación. 
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Esta recuperación es estrictamente dependiente de la actividad RNasa de la toxina Kid y 
ocurre más eficientemente por encima de un umbral de replicación. 
4.- El análisis realizado cuantifica el fenotipo que se ha denominado “de interferencia” 
que es una huella del acoplamiento entre módulos.: la frecuencia relativa de aislamiento 
de mutantes condicionales de replicación disminuye aproximadamente un 70% en 
presencia de un sistema parD-wt.,  
5.- La anulación del fenotipo de de interferencia por un aumento artificial de los niveles 
de la antitoxina o de su estabilidad implica que los niveles de la antitoxina disminuyen 
en los mutantes de replicación debido a la bajada en la dosis génica y que esta 
disminución es el sensor del acoplamiento entre módulos. La hipótesis puede valorarse 
más directamente determinando, con anticuerpos anti-Kis, la correlación entre eficiencia 
de replicación y niveles de la antitoxina. Sin embargo, la falta de sensibilidad adecuada 
de los anticuerpos anti-Kis disponibles no ha permitido este análisis. 
6.- El estudio ha permitido obtener una extensa colección de mutantes condicionales de 
replicación de R1. La localización de las mutaciones en RepA, así como el efecto que 
éstas puedan tener sobre la replicación de R1 se comentarán en la discusión sobre la 
base de un modelo de la estructura de la proteína RepA realizado por el Dr. Rafael 
Giraldo en colaboración con este proyecto.  
R.3.- Interacciones modulares del sistema parD en la región promotora-operadora 
(PO).  
Una parte importante de esta tesis es el estudio de las interacciones de la antitoxina y de 
la toxina con la región promotora-operadora del sistema parD. Esta región contiene dos 
secuencias palindrómicas, denominadas I y II, que podrían ser sitios específicos de 
interacción del represor con esta región del promotor. Para caracterizar y analizar la 
participación de estos sitios en la regulación del sistema, se han utilizado distintas 
técnicas tales como: i) ensayos de retraso en gel (EMSA) para ver las interacciones de 
las proteínas con la región promotora-operadora,  ii) ensayos de protección frente a 
radical hidroxilo (footprinting) para identificar sobre el ADN las secuencias contactadas 
por el represor, iii) ensayos de espectrometría de masas nativa que permiten determinar 
la estequiometria y el tipo de los complejos formados por Kis y Kid con la región 
promotora-operadora tanto wt como con mutaciones en las regiones I y/o 2 y iv) 
ensayos in vivo (β-galactosidasa) de la actividad del promotor parD tanto wt como con 
mutaciones en las regiones I y II  que permiten determinar el papel de estas regiones en 
la regulación del sistema. .  
R.3.1.- La antitoxina Kis, pero no la toxina Kid, interacciona con la región 
promotora de parD. 
Datos previos a este trabajo indicaban que la antitoxina Kis es un represor 
transcripcional débil del operón parD y que el operón estaba regulado eficientemente 
por la toxina y la antitoxina (Santos-Sierra y col., 2002). Sin embargo, la caracterización 
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detallada de la interacción de la antitoxina o de un complejo toxina-antitoxina con la 
región reguladora, de este operón, no habían sido analizadas. El análisis que se presenta 
en esta tesis define estas interacciones y añade información adicional importante sobre 
el papel de la relación entre los niveles relativos de la toxina y de la antitoxina del 
sistema. 
En primer lugar, se procedió a analizar la interacción de las proteínas del sistema con un 
fragmento de ADN de 174 pb, que contiene la región promotora-operadora de parD, 
mediante ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA) (figura 14, paneles A 
y B). El fragmento de 174 pb, contiene la secuencia promotora-operadora del sistema 
parD, que incluye dos secuencias palindrómicas I y II, que podrían ser sitios de 
interacción del represor. Las regiones I y II (23 pb cada una) contienen una repetición 
interna de 18 pb que es perfecta en la región I, e imperfecta en la región II. Ambas 
regiones I y II están separadas por 33 pb y están situadas entre las posiciones –73 y +5 
con respecto al sitio de inicio de la transcripción (Ruiz-Echevarria y col., 1995c). Entre 
las regiones I y II se encuentra el elemento -35 del promotor; mientras que  la región I 
solapa con la caja -10 extendida del promotor  y con el sitio +1 de inicio de 
transcripción (figura 14, panel C).  
Para los ensayos de retraso en gel, se utilizó el fragmento de ADN marcado en su 
extremo 5´con 32P, y concentraciones crecientes de la antitoxina Kis, en presencia o 
ausencia de la toxina Kid. Tras realizar la unión de las proteínas al ADN (ver M.2.18), 
las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida no 
desnaturalizantes. Los cambios de movilidad electroforética del ADN, que son 
consecuencia de la interacción específica de las proteínas, se identificaron mediante la 
autorradiografía del ADN marcado radiactivamente. El análisis indicaba que a una 
relación molar de 1200:1 de Kis con respecto al fragmento de ADN de 174 pb  no se 
observan retardo de este fragmento (figura 14, panel A). A un una relación molar de 
1200:1 y 2400:1 (figura 14 panel A, calles 7 y 8) podemos ver ADN libre (f DNA) y un 
complejo de movilidad electroforética reducida (c0), mientras que a una relación molar 
de 4800:1 (figura 14 panel A, calle 9) apenas queda ADN libre y se observa el complejo 
de retardo que denominamos c0. Estos datos muestran que la antitoxina Kis interacciona 
con baja afinidad con la región promotora-operadora de parD observándose una 
transición desde no interacción con el ADN hasta la formación de complejo c0.  
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Fig.  14.- Efecto de Kid en la unión de con la región promotora de parD. Los ensayos de retraso en gel 
fueron realizados con un fragmento de ADN (174 pb) marcado en su extremo 5´con 32P, conteniendo la 
región promotora-operadora de parD  (regiones I y II) y Kis y/o Kid. (A) Cambio de movilidad 
electroforética del ADN (2nM) en presencia de un rango de concentraciones de Kis (0.075, 0.150, 0.300, 
0.600, 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 µM) (calles de 2-9). Control, Kid (2.4 µM;  calle 10). (B) Cambio de movilidad 
electroforética del ADN producido por la interacción con el complejo Kis-Kid. Se utilizó un rango de 
concentraciones de Kis idénticas a las utilizadas en el panel (A) (calles 3-10), y en presencia de una 
concentración fija de Kid (2.4 µM). La calle 1 es un control sin proteínas y la calle 2 es un control sin 
Kid. Los complejos específicos formados por la unión de Kis y Kid al ADN son indicados como c0, cI, 
cII y cIII.   
Los contactos específicos que Kis establece con la región promotora-operadora de parD 
fueron analizados por ensayos de protección frente a radical hidroxilo (ver métodos 
M.2.19). Estos ensayos mostraron que Kis contacta con la región promotora-operadora 
de parD en las dos repeticiones invertidas (regiones I y II de 23 pb) (figura 14, panel C). 
Se observó una protección que es más prominente en las regiones correspondientes a las 
dos ramas del palíndrome perfecto que incluye la secuencia. La rama izquierda del 
palíndrome se superpone con el elemento -10 del promotor y la protección observada  
sugiere un papel directo de estas interacciones en la regulación del sistema parD.  
La unión de Kid fue testada bajo las mismas condiciones, sin embargo, no se han 
podido detectar complejos debidos a la unión de Kid con la región promotora-operadora 
de parD. Estos datos muestran que en las condiciones de ensayo, a diferencia de la 
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antitoxina Kis, la toxina Kid no interacciona directamente con el operón del sistema 
parD (figura 14 panel A, calle 10). 
R.3.2.- La toxina Kid incrementa la afinidad de Kis por el promotor del sistema 
parD. 
Para analizar si la toxina Kid influía en la interacción de la antitoxina Kis con la región 
promotora-operadora,  realizamos ensayos de cambio de movilidad electroforética del 
fragmento promotor-operador en presencia de las dos proteínas. Se usaron 
concentraciones crecientes de la antitoxina Kis, como en el experimento anterior (figura 
14, panel A), pero en presencia de una concentración fija de la toxina Kid (2.4 µM) 
(figura 14, panel B). Los resultados muestran que cuando interviene Kid, se forman 
complejos de interacción que se detectan a una concentración de Kis 10 veces menor 
que la observada cuando Kid no estaba presente en el ensayo, sugiriendo que la toxina 
Kid, aunque no se une al ADN, aumenta la eficiencia de interacción de la antitoxina Kis 
con el fragmento promotor-operador. Los datos también muestran que el patrón y la 
estabilidad de los complejos de retardo formados en presencia de las dos proteínas 
depende de sus dosis relativas: en exceso de la toxina, los complejos de retardo tienen 
una movilidad electroforética menor que los formados en exceso de antitoxina. Se 
puede observar una transición drástica en el patrón de movilidad electroforética que 
ocurre cuando la dosis de antitoxina es igual o superior a la de la toxina. En estas 
condiciones se forma un complejo proteína-ADN principal que tiene una movilidad 
electroforética mayor y que es estable a competición con heparina. Presumiblemente, 
este complejo es el que corresponde al represor del sistema. Los resultados sugieren que 
hay múltiples interacciones entre los complejos Kid-Kis y la región promotora-
operadora de parD y que la relación entre las dos proteínas juega un papel muy 
importante en la formación de un complejo represor eficiente.  
También fueron analizadas las interacciones entre Kis y Kid-Kis y el fragmento de 174 
pb que incluye el promotor de parD, mediante ensayos de footprinting con radical 
hidroxilo (figura 15, paneles A y B). El fragmento de ADN utilizado en estos ensayos 
incluye las repeticiones I y II (figura 15, panel C). Para realizar este experimento, se 
extrajeron de gel de PAA no desnaturalizante las bandas de retardo obtenidas por la 
unión del ADN con la antitoxina sola (complejo c0, figura 14 A) o con la toxina y la 
antitoxina en exceso de esta última (complejo cI obtenido a una relación molar 
Kid:Kis:ADN de 1200:2400:1; figura 14, panel B ). Estos complejos proteina-ADN 
habían sido tratados, previamente, con condiciones en las que se generaron radicales 
hidroxilo, reactivo que introduce un corte por molécula de ADN. Los distintos 
fragmentos de rotura se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 
desnaturalizantes. Las regiones de ADN que estaban protegidas por las proteínas se 
identificaron mediante autorradiografía. Los resultados indican que tanto Kis como el 
complejo Kid-Kis protegen las dos secuencias repetidas incluidas en las regiones I y II 
del promotor parD (figura 15 panel A y B). Debido a que el patrón de protección 
obtenido en presencia de Kis solapa con el patrón de protección obtenido en presencia 
de los complejos Kid-Kis, tanto en la cadena codificante como en la no codificante, y a 
que Kid no interacciona con el ADN, los resultados sugieren que Kis pilota la 
interacción específica del complejos Kid-Kis con la región promotora-operadora en las 
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regiones I y II. Además, los datos muestran que la región espaciadora de 33 bp 
localizada entre las regiones I y II no está protegida por las proteínas (figura 15).         
Fig. 15.- Kis y Kid-Kis interaccionan con sitios específicos en el promotor-operador de parD. Se 
realizaron ensayos de protección frente a radical hidroxilo (footprinting) utilizando las siguientes 
concentraciones de Kis, Kid y del fragmento de 174 pb: para la formación del complejo Kid-Kis-ADN 
(2.4 µM Kid, 4.8 µM Kis y 2nM ADN), y para la formación del complejo Kis-ADN (4.8 µM Kis y 2nM 
ADN). Las protecciones observadas en la cadena codificante (A) y en la no codificante (B) se indican con 
líneas continuas (protecciones fuertes) y discontinuas (protecciones débiles). El carril 3 muestra el patrón 
de protección por Kis sola, y el carril 4 muestra el patrón de protección obtenido por la unión del 
complejo Kid-Kis al ADN (paneles A y B). Se muestran las secuencias de las repeticiones invertidas I y II 
que incluyen las regiones protegidas por las proteínas. Los carriles 2 y 5 muestran el patrón de corte del 
ADN en ausencia de proteínas. El carril 1 muestra la secuencia de ADN, obtenida mediante Maxam-
Gilbert (escalera AG). (C) Resumen de las protecciones obtenidas en las regiones I y II, por Kis o por los 
complejos Kid-Kis. La región I contiene una secuencia de 18 pb  (recuadrada) con un elemento de 
simetría doble perfecta, que incluye el motivo -10 del promotor. El sitio II incluye un elemento pseudo-
simétrico de 18 pb que también ha sido recuadrado. El eje de simetría en cada región se indica con una 
línea discontinua. Las bases cuyas desoxirribosas están protegidas por Kis (barras finas) o Kid-Kis (barras 
gruesas) de la rotura por radical hidroxilo han sido indicadas. Las secuencias de la caja -35, el elemento -
10 extendido y el sitio +1 de inicio de la transcripción, se encuentran marcados en azul. En rojo, el sitio 
de unión al ribosoma (RBS) y el codón de inicio de la traducción para Kid (metionina). Las repeticiones 
invertidas I y II están indicadas con flechas rojas. El fragmento de 30 pb de DNA usado para los ensayos 
de espectrometría de masas nativas contiene la región I y además dos pb a 5´y 5 pb a 3´ con respecto al 
centro de simetría de la secuencia.  
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R.3.3.- La antitoxina Kis y los complejos Kid-Kis interaccionan en dos regiones 
separadas, I y II, del promotor-operador y lo hacen más eficientemente con la 
región I que con la región II.
Los ensayos de protección frente a radical hidroxilo identificaron los sitios I y II como 
sitios de unión de Kis y de los complejos Kid-Kis en el promotor-operador de parD. 
Para evaluar la importancia de cada una de estas regiones en la interacción con Kis o 
con el complejo Kid-Kis, las regiones I y II fueron separadas en dos fragmentos de 
ADN de diferente tamaño: i) un fragmento de 115 pb que contiene la región I y ii) un 
fragmento de 81 pb que contiene la región II (figura 16, paneles A y B). Estos 
fragmentos fueron marcados con 32P en su extremo 5´, y se realizaron ensayos de 
retraso en gel tanto con Kis como con Kis y Kid, usando diferentes relaciones molares 
(figura 16, paneles C y D). Cuando usamos el fragmento con la región I, se forma el 
complejo cIV a una relación Kis:ADN igual o superior a 2400:1 (figura 16 panel A, 
calles 9 y 10); en los ensayos realizados con la región II (figura 16, panel B calle 10) se 
observa el  complejo cIV, pero a una relación 4800:1 de Kis:ADN. Estos resultados 
muestran que la antitoxina Kis interacciona específicamente con ambos fragmentos de 
la región promotora de parD, pero la afinidad de Kis por la región I es mayor que por la 
región II. Los ensayos de cambio de movilidad electroforética de los fragmentos  de 115 
pb (región I) y 81 pb (región II) fueron también realizados con mezclas de Kid y Kis 
(figura 16 panel C y D). Al igual que con el ensayo realizado con el fragmento de 174 
pb que contenía las regiones I/II, se usó Kid a una concentración fija y Kis a 
concentraciones variables. En el fragmento con la región I, el primer complejo de 
retardo observado se obtuvo a una relación molar Kid:Kis:ADN de 1200:150:1 (figura 
16, paneles C y D, calle 2), mientras que para la región II el complejo de retardo se 
observó a una relación molar de Kid:Kis:ADN de 1200:600:1 (figura 16, paneles C y D, 
calle 4). Por lo tanto, la afinidad de los complejos Kid-Kis por la región I es mayor que 
por la región II, lo cual es equivalente a lo que ocurre con Kis sola que tiene mayor 
afinidad por la región I que por la II. 
El tipo de complejos formados entre los fragmentos de parD, conteniendo las regiones I 
o II, y los complejos Kid-Kis fueron dependientes de la relación molar entre ambas 
proteínas. Cuando la concentración de Kis fue más baja que la concentración de Kid, los 
complejos definidos como cVI fueron más abundantes, mientras que cuando la 
concentración de Kis se aproximó a la concentración de Kid, el complejo cV llego a ser 
el más abundante. En adición, el complejo cIV observado en exceso de Kis, puede 
representar la unión de Kis sola, pues aparece a la misma altura que el observado  en las 
incubaciones entre Kis y el mismo fragmento. Un patrón similar fue observado con el 
fragmento de 174 pb que contiene las dos regiones I y II; sin embargo en los fragmentos 
con el sistema I o II la abundancia del complejo c0 fue muy bajo. Esas diferencias entre 
las regiones aisladas I y II y el fragmento que contiene ambas regiones, podría sugerir 
interacciones cooperativas entre las regiones I y II.  
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Fig. 16.- Interacción de Kis y del complejo Kis-Kid con las regiones I o II de parD. A y B. Se muestra 
la secuencia de los fragmentos de ADN de 115 pb y 81 pb, que contienen las regiones I y II, 
respectivamente. Las secuencias recuadradas contienen el palindróme perfecto (región I) y el palindrome 
imperfecto (región II) de parD, y las lineas discontinuas indican el eje de simetría de cada secuencia. En 
azul y subrayados, se muestran los motivos -35 y -10 extendido del promotor, asi como el sitio +1 de 
inicio de la transcipción. Ensayos de cambio de movididad electroforética (C y D), que fueron realizados 
marcando radiactivamente en posición 5´con 32P los fragentos de 81 pb (incluye la región I) y de 115 pb 
(incluye la región II) con 2 nM de ADN y Kis sola (2.4, 4.8 y 9.6 µM) (lineas 8-10) o en combinación con 
Kid (2,4 µM) y Kis (0.3, 0.6, 1.2, 4.8 y 9.6 µM) (lineas 2-7). La calle 1 presenta el control negativo sin 
proteínas. Los complejos formados están indicados como cIV, cV, cVI y cVII. 
La interacción de los complejos Kid-Kis con las regiónes I o II del promotor-operador 
de  parD, también se analizó sin marcaje radiactivo mediante EMSA (Figura 17). Para 
ello, se utilizaron relaciones molares Kis:Kid:ADN 40:40:1 y 20:20:1. Las bandas de 
retardo cIX y cX, corresponden a complejos Kid-Kis-ADN de tamaño creciente cuya 
estequiometría se analiza más adelante por espectometría de masas nativa (sección 
R3.4). La banda de migración más rápida y menos intensa (cVIII) podría corresponder a 
la unión de Kis sola a los fragmentos I o II  de acuerdo con los controles en las calles 1 
y 5. El experimento indica una mayor afinidad de los complejos Kis-Kid por el 
fragmento conteniendo la región I que por el fragmento conteniendo la región II. 
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Fig. 17.- Interacción de Kis y de Kis-Kid con los fragmentos de ADN que contienen o la región I o la 
región II de parD. Ensayos de cambio de movilidad electroforética mostrando la unión de Kis sola (7.5 
µM) o complejos Kis-Kid preformados a relaciones molares (1:1); Kis (7.5 o 15 µM)  con la región I o II 
de parD (375 nM). Carril 1 y 5, complejos formados entre Kis y la región I y II respectivamente. Calles 
2-3 y 6-7 muestran los complejos formados entre las mezclas equimolares de Kid-Kis (calles 2 y 6 a 15 
µM y calles 3 y 7  a 7.5 µM) con la región I y II de parD, respectivamente. Calles 4 y 8 representan los 
controles negativos sin proteínas. Los complejos específicos obtenidos están indicados con cVIII, cIX y 
cX. 
Para verificar si el complejo Kis-Kid presenta mayor afinidad por un ADN que contiene 
la región I (fragmento de 115 pb) con respecto a otro que contiene la región II 
(fragmento de 81 pb), se realizaron ensayos de retraso en gel, mezclando ambos ADNs 
marcados radiactivamente en su extremo 5´con 32P e incubándolos simultáneamente con 
las proteínas Kis y Kid.  Se utilizó una concentración fija de Kid (2.4 µM) y un 
gradiente de concentraciones de Kis (0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9,6 µM). Para competir las 
interacciones proteína-ADN de tipo inespecífico, los ensayos se realizaron en presencia 
de 1µg de poli [d(I-C)] (figura 18). La posición del ADN libre o en complejo con las 
proteínas se determinó mediante autorradiografía. La señal del ADN libre 
correspondiente al sitio I disminuye más rápidamente que la correspondiente al sitio II  
indicando que las interacciones ocurren con mayor afinidad en la región I que en la 
región II. Además los complejos formados en presencia de competidor aparecen cuando 
la relación molar entre de Kis/Kid es igual o superior a uno (Figura 18).  
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Fig. 18.- Kis y los complejos Kis-Kid presentan más afinidad por la region I que por la región II del 
promotor parD. (A) Los fragmentos de 115 pb (región I) y de 81 pb (región II) fueron marcados con 32P 
y se realizaron ensayos de cambio de movilidad electroforética con los complejos Kis y Kid-Kis. Línea 1 
ensayo sin proteínas. Lineas 2-6  concentraciones crecientes de Kis (0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9,6 µM) con una 
concentración fija de Kid (2.4 µM). (B) Densitometría del ADN libre corrspondiente a los fragmentos I y 
II según se muestra en A En azul se muestra el ADN correspondiente al fragmento de 115 pb (región I) y 
en rojo el fragmento de 81 pb (región II). Notar que la señal de la banda correspondiente a la región I 
disminuye más rápidamente que la correspondiente a la región II.
De manera similar se compararon las diferentes afinidades de los complejos Kid-Kis 
formados en exceso de la antitoxina (Kis 9.6 µM y Kid 2.4 µM)  por los tres fragmentos 
de distinto tamaño conteniendo  los sitios I y II (fragmento de 174 pb), el sitio I 
(fragmento de 115 pb) o el sitio II (fragmento de 81 pb). Las posiciones del ADN libre 
o en complejo con Kid-Kis se detectaron mediante autorradiografía (Figura 19) El 
análisis de la señal correspondiente a los fragmentos libres sugiere, de manera 
consistente con el análisis anterior, que el complejo toxina-antitoxina tiene mayor 
afinidad por el sitio I que por el sitio II. La presencia de los dos sitios permite una 
titulación completa del fragmento por el complejo toxina-antitoxina.  
Fig. 19.- Kis y los complejos Kid-Kis  interaccionan más eficientemente con la región I que con la 
región II y presenta mayor afinidad por el fragmento que contiene ambas regiones del operón parD. 
Ensayos de cambio de movilidad electroforética con los fragmentos de ADN marcados en su extremo 
5´con 32P. Los fragmentos usados fueron de 174 pb (region I y II), 115 pb (región I) y de 81 pb (región II) 
con los complejos Kis y Kid-Kis. Línea 1, ensayo sin proteínas. Linea 2, fragmento de 81 pb con los 
complejos Kid-Kis (2.4-9.6 µM). Linea 3, fragmento de 115 pb con los complejos Kis-Kid (2.4-9.6 µM). 
Linea 4, fragmento de 174 pb con los complejos Kid-Kis (2.4-9.6 µM).  
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Los contactos específicos de Kis o de los complejos Kid-Kis con el fragmento de 115 
pb, que contiene tan sólo el sitio I de mayor afinidad, fueron analizados mediante 
ensayos de protección frente a radical hidroxilo (figura 20; ver M.2.19). El patrón de 
protección muestra que las interacciones de Kis (cIV, figura 16 panel A) o de los 
complejos Kid-Kis (cV, figura 16 panel A) ocurren específicamente en la región I y, 
además, los contactos que Kis o Kid-Kis establecen con esta región del ADN, son 
exactamente los mismos. Además, el patrón de protección observado en la región I es 
similar al obtenido en esta misma región I, cuando los ensayos se realizaron con el 
fragmento de 174pb, que contiene los dos sitios de unión (I y II) (ver Apartado R.3.2; 
figura 15). 
La afinidad de Kid-Kis por la región I es mayor que por la región II, sin embargo, las 
protecciones observadas en ambas regiones en el fragmento de 174 pb que contiene las 
regiones I y II son de similar intensidad. Esto sugiere que la carga del complejo Kid-Kis 
en la región I podría favorecer de alguna manera no entendida hasta la fecha las 
interacciones en la región II. 
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Fig. 20.- Kis y el complejo Kid-Kis interaccionan específicamente con la región I de parD, en el 
fragmento de 115 pb. (A) y (B) Ensayos de protección frente a radical hidroxilo (footprinting), 
realizados con el fragmento de 115 pb que contiene la región I de parD (2 nM), en presencia de Kis (4.8 
µM) o una combinación de Kis (4.8 µM) y Kid (2.4 µM). Las protecciones observadas tanto en la cadena 
codificante (A) como en la no codificante (B), se indican con líneas continuas (protecciones fuertes) o 
discontinuas (protecciones débiles). Los carriles 1 y 4 muestran patrón de corte del ADN en ausencia de 
proteínas. Los carriles 2 y 3 muestran el patrón de protección observado por la unión de Kis o del 
complejo Kid-Kis, respectivamente. Se indica la secuencia de la repetición invertida (sitio I), incluida en 
la región protegida. También se incluye la secuencia de Maxam-Gilbert escalera AG. (C) Resumen de los 
sitios protegidos en la región parD I por Kis y por el complejo Kis-Kid (barras continuas y discontinuas).   
La región I contiene un elemento de simetría perfecta de 18 pb, que ha sido recuadrado. El eje de simetría 
de dicha secuencia se indica con línea discontinua. Las bases cuyas desoxirribosas están protegidas por 
Kis (barras finas) o Kid-Kis (barras gruesas) de la rotura por radical hidroxilo están subrayadas. La 
secuencia -35, el elemento -10 extendido y el sitio +1 de inicio de la transcripción se encuentran 
marcados en azul.  
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R.3.4.- Análisis de las interacciones de Kid-Kis con la región I del promotor-
operador de parD analizadas mediante Espectrometría de Masas Nativa (EMN). 
Los complejos Kis-Kid se han analizado también mediante Espectrometría de Masas 
Nativa (EMN), con el fin de detectar y determinar en solución la estequiometría de los 
distintos complejos Kid-Kis libres o unidos al ADN. Estas determinaciones se 
realizaron en colaboración con el Departamento de Espectrometría de Masas de la 
Universidad de Utrech, primero por el Dr. Van den Heuvel y luego por uno de los 
miembros de nuestro equipo, la Dra. Diago Navarro.  El análisis inicial se realizó 
utilizando un fragmento de 30 pb que incluye el  sitio de mayor afinidad. La Dra. Diago 
Navarro extendió el estudio de las interacciones al fragmento de 174 pb que contiene 
toda la región promotora-operadora del sistema. Esta ampliación supone una aportación 
importante a la tecnología disponible ya que posibilita un análisis de las interacciones 
que regulan la expresión de genes a nivel transcripciónal en muchos sistemas. Nuestra 
contribución a este análisis consistió en i) diseñar los experimentos, ii) preparar las 
muestras de proteínas y de ADN e iii) introducir en la región promotora-operadora las 
mutaciones que se analizan. Este capítulo termina con la valoración del efecto de las 
mutaciones sobre la actividad del promotor y sobre la regulación del sistema por las 
proteínas Kis y Kid realizada por este doctorando.  
R.3.4.1.- La antitoxina Kis interacciona como dímero en la región promotora-
operadora de parD.  
Teniendo en cuenta los datos de  interacción proteína-ADN en los experimentos de 
protección que identifican las regiones de interacción de la antitoxina y del complejo 
toxina-antitoxina en la región promotora-operadora (ver figura 15), se sintetizó un 
fragmento de 30 pb, que contenía tan sólo la región I del promotor. Este fragmento fue 
utilizado inicialmente para los estudios de EMN, en lugar del fragmento de 174 pb que 
contiene los dos sitios; hasta el análisis que se presenta en esta tesis el estudio por 
espectometría de masas de complejos proteína-DNA estaba restringido a fragmentos de 
ADN de 30-35 pb debido a problemas de apantallamiento de la señal. 
Datos de EMN obtenidos en colaboración con este trabajo, permitieron estimar, a partir 
de la relación  masa/carga (m/z) de mezclas de proteínas (Kis, Kid o Kid:Kis) y ADN, 
las masas del ADN libre (18408.3 Da), del monómero de Kis (9687 Da) y del dímero de 
Kis (19373 Da). La masa que se obtuvo para el ADN de 30 pb coincidió exactamente 
con la masa teórica. Asimismo, se determinó la masa para el monómero de Kis que 
también coincidió con la masa calculada independiente, a partir de la secuencia primaria 
de Kis marcada con 15N unida a una molécula de b-mercaptoetanol, en experimentos de 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN)  (Kamphuis y col., 2007). 
Tras la incubación de Kis con el fragmento de 30 pb que contiene la región I, y en un 
exceso molar de 20 veces con respecto al ADN, el espectro de masas de Kis  mostró, 
claramente, cuatro estados de carga (fig 21 A): se detectaron a 2000 m/z dos series de 
iones que podrían corresponder al monómero (9687 Da) y al dímero de Kis (19373 Da); 
y a 4500 m/z otras dos series de iones, con masas estimadas de 57074 y 76431 Da, que 
corresponden, respectivamente, a los complejos (Kis2)2-ADN y (Kis2)3-ADN. Cuando 
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se realizaron los ensayos con un exceso molar de antitoxina de 5 veces con respecto al 
ADN, se identificaron las señales correspondientes a ADN libre y a los complejos Kis2-
ADN (37801 Da) (fig. 21 B). Como cada complejo de proteína-ADN implica al menos 
una unidad dimérica de Kis, este análisis indicó que un dímero de Kis es requerido para 
el reconocimiento de las secuencias en el ADN (sitio I).  
Además, el análisis de los datos reveló que la señal de Kis correspondía, 
mayoritariamente, a la forma libre de la proteína: sólo el 15 % de Kis estaba unido al 
ADN, mientras que el 85% se encontraba en forma libre. Esto indicaba que la antitoxina 
Kis interacciona débilmente con la región I del promotor-operador de parD. Notar que 
la ionización y la eficiencia de transmisión es proteína y ADN dependiente, por lo tanto, 
sólo se pudo realizar una semi-cuantificación de estos datos. Para averiguar si la unión 
de Kis a la región I de parD era específica, se añadió la antitoxina Kis a una solución 
que contenía un ADN de cadena doble de 30 pb, con una secuencia de nucleótidos al 
azar. El análisis del espectro de masas indicó que no se había formado ningún complejo 
proteína-ADN (datos no mostrados), lo que es consistente con que el reconocimiento de 
la región I de parD por Kis requiere la presencia de secuencias de unión específicas.   
Para detectar si existía algún tipo de interacción entre la toxina Kid y el fragmento de 
ADN de 30 pb, que contiene la región I de parD, se realizaron ensayos de EMN. La 
formación de complejos Kid-ADN, se realizó exactamente en las mismas condiciones 
experimentales que las utilizadas para la formación de los complejos Kis-ADN. Tras el 
análisis del espectro de masas, no se detectaron relaciones m/z correspondientes a la 
formación de complejos Kid-ADN. Este resultado es consistente con los datos de 
EMSA (ver apartado R.3.1), los cuales indicaron que la toxina Kid no interacciona 
directamente con el ADN.  
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Fig. 21.- Dímeros de la antitoxina Kis interaccionan con la región I del promotor-operador de parD. 
Espectrometría de Masas (EM) Nativa realizada con Kis y un ADN de 30 pb que contiene la región I de 
parD. La formación de los complejos Kis-ADN se realizó mediante la incubación de la proteína y el 
ADN, a 20ºC, durante 5 min, en acetato amónico (50 mM), pH 5.8. (A) EMN de Kis:parD (región I). Se 
utilizó una relación Kis:ADN (20:1); Kis (7.5 µM). (B) EMN de Kis:parD (región I). Se usó una relación 
Kis:ADN (5:1); Kis (7.5 µM). Los monómeros y dímeros de Kis se muestran como elipses naranjas 
simples o dobles, respectivamente; y el fragmento de ADN que contiene la región I, se muestra como una 
doble cadena.   
R.3.4.2.- Un exceso molar de Kid forma con Kis complejos hetero-hexaméricos 
Kid2-Kis2-Kid2 en el fragmento de ADN de 30 pb que lleva la región I. 
Los ensayos de cambio de movilidad electroforética (apartado R.3.1), mostraron que, 
dependiendo de la relación Kid:Kis, se forman diferentes complejos Kid-Kis-ADN 
(promotor-operador de parD).  Sin embargo, estos ensayos no permiten la 
determinación de la estequiometria de los complejos formados. Por lo tanto, para 
estudiar definir los complejos proteína-DNA que intervienen en la interacción con el 
fragmento de 30 pb que contiene la región I, se realizaron ensayos de EMN. 
Los resultados del análisis indicaron que cuando se realiza una mezcla de Kid:Kis, a una 
relación molar  2:1, se forman hetero-trímeros Kid2-Kis (33820 Da) y  hetero-
hexámeros Kid2-Kis2-Kid2 (67716 Da) (figura 22 panel A). Tras la adición del 
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fragmento de 30 pb (que contiene la región I), y utilizando una relación molar  
Kid:Kis:ADN 80:40:1, se observaron cambios en el espectro de masas (figura 22 panel 
B); el equilibrio trímero-hexámero se desplazó hacia el hexámero y la región I de parD
interaccionó con los complejos Kid-Kis. El espectro de masas mostró diferentes series 
de iones, y la determinación de masas reveló que estas series de iones representan: 
dímeros de Kid libres, hetero-trímeros libres (Kid2-Kis), hetero-hexámeros libres (Kid2-
Kis2-Kid2) y hetero-hexámeros y multímeros de hetero-hexámeros unidos al ADN tales 
como: (Kid2-Kis2-Kid2)2–(DNA)1  (153968 Da) y (Kid2-Kis2-Kid2)3–(DNA)1 (221957 
Da). Curiosamente, en esta mezcla, aproximadamente, la mitad de los complejos Kid-
Kis (valor relativo del 57%) no estaban unidos al ADN. Estos resultados muestran que 
se requiere al menos un dímero de antitoxina para la unión a la región I del promotor-
operador de parD, incluso cuando la toxina Kid está presente. Por lo tanto, un dímero 
de antitoxina es la unidad mínima de interacción con el ADN. Dado que la presencia de 
la región I de ADN provoca el cambio de trímero a hexámero, se propone que este 
desplazamiento es producido por interacciones de los complejos Kid-Kis con el 
promotor-operador de parD. 
A continuación, se mezcló el fragmento de 30 pb, conteniendo el sitio I,  con Kid y Kis 
a una relación molar Kid:Kis:ADN (20:10:1) (figura 22 panel C). El espectro de masas 
mostró dos grandes series de iones de proteína correspondientes a hetero-hexámero libre 
(Kid2-Kis2-Kid2) y hetero-hexámero unido al ADN (Kid2-Kis2-Kid2) a una 
estequiometria de 1:1 (86077 Da), es decir, una molecula de ADN por hetero-hexámero. 
Estos datos muestran, claramente, que al aumentar la concentración del ADN con 
relación a Kis hay una unión de un solo hetero-hexámero al ADN. Por otra parte, la gran 
cantidad de hetero-hexámero libre Kid2-Kis2-Kid2 (abundancia relativa del 80%), indica 
una baja afinidad del complejo hexamérico con el ADN. Estos resultados son 
consistentes con el hecho de que los complejos Kid-Kis formados con el fragmento de 
174 pb (región promotora-operadora completa) en exceso de la toxina Kid, puedan ser 
fácilmente competidos con poli [d(I-C)]. 
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Fig. 22.- Los complejos Kid-Kis (relación molar 2:1) interaccionan con la región I de parD. EMN 
fue realizada con los complejos Kid-Kis y Kid-Kis-ADN-parD en acetato amónico (50 mM) pH 5.8. (A)
EMN, realizada con Kis y Kid, utilizando relaciones molares de Kid:Kis (2:1), siendo Kis (7,5 µM). (B) y 
(C) EMN realizada utilizando relaciones molares Kid:Kis:ADN-parD (80:40:1 en B) y (20:10:1,  en C); 
Kis (7,5 µM), en B y C. Kid y Kis se indican con rectángulos azules y elipses naranjas, respectivamente; 
y el fragmento de ADN (30 pb) con doble cadena. Cada complejo está representado por una combinación 
apropiada de rectángulos, elipses y/o doble cadena de ADN.
R.3.4.3.- Una relación equimolar toxina:antitoxina forma complejos hetero-
octaméricos estables en el fragmento de ADN de 30 pb que lleva la región I. 
Anteriormente, se ha mostrado que al mezclar Kid y Kis a una relación molar 1:1, se 
observa la formación de múltiples complejos: hetero-trímeros Kid2-Kis (43450 Da), 
hetero-hexámeros Kid2-Kis2-Kid2 (67722 Da) y hetero-octámeros Kis2-Kid2-Kis2-Kid2
(87120 Da) (figura 23A). Posteriormente, se realizó el experimento mezclando Kid y 
Kis con el fragmento de ADN de 30 pb, utilizando una relación molar 40:40:1. Tras el 
análisis del espectro de masas se observaron tres series de iones (figura 23B). La 
determinación de las masas de las especies detectadas reveló la presencia de una baja 
cantidad de hetero-hexámero libre (Kid2-Kis2-Kid2), con una abundancia relativa del 
17% (67675 Da), y una alta cantidad de ADN unido al complejo hetero-octamérico 
Kis2-Kid2-Kis2-Kid2–parD ADN (76%) (105535 Da); así como complejos Kis2–Kid2–
Kis2–Kid2–Kis2–parD DNA (7%) (124563 Da). Por lo tanto, la adición de la región I de 
parD a una relación molar Kid:Kis 1:1, induce un fuerte efecto cooperativo entre la 
unión del ADN y la octamerización de Kid-Kis. Este efecto cooperativo fue mayor 
cuando la concentración de ADN en solución se aumentó 4 veces. Bajo estas 
condiciones, los complejos hetero-hexaméricos libres desaparecieron completamente, y 
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la especie más abundante fue el octámero Kis2–Kid2–Kis2–Kid2–Kis2–parD DNA 
(abundancia relativa del 88%) (figura 23 C). No se observaron cambios en el espectro 
de masas cuando se aumentó aún más la concentración del ADN de parD. Estos datos 
demostraron que el incremento en la concentración relativa de Kis con respecto a Kid, 
incrementa la afinidad de los complejos Kid-Kis por el ADN, y sugiere que la especie 
reguladora es el hetero-octamero (Kis2-Kid2-Kis2-Kid2). 
Fig. 23.- Complejos Kid-Kis (relación molar 1:1) interaccionan eficientemente con la región I de 
parD. Espectrometría de masas nativa realizada con complejos Kid-Kis y con complejos Kid-Kis-parD
ADN en acetato amónico (50 mM), pH 5.8. (A) EMN realizada a partir de una mezcla de Kid:Kis (1:1); 
(Kis 15 µM). (B) y (C) EMN de los complejos Kid:Kis:parD obtenidos a  relaciones molares 40:40:1 (B) 
y 10:10:1 (C); Kis (15 µM), en ambos ensayos (B y C). Kid y Kis están indicados en rectángulos azules y 
elipses naranjas, respectivamente. El fragmento de ADN de 30pb está representado con una doble hélice. 
Cada complejo está representado por una combinación de rectángulos, elipses y/o ADN de doble cadena.  
R.3.4.4.- Resumen. 
1.- La antitoxina interacciona como dímero y de manera específica con el fragmento de 
30 pb que incluye el sitio I.  
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2.- El hetero-octámero Kid2-Kis2-Kid2-Kis2 es la especie que une este ADN con mayor 
eficiencia. Esta especie se forma en exceso de la antitoxina. 
3.- En exceso de la toxina Kid se forma un hetero-hexamero Kid2-Kis2-Kid2 que, en 
presencia del fragmento de 30 pb, se une al ADN pero de manera menos eficiente que el 
hetero-octámero.  
4.- A la luz de los experimentos de protección, los datos de espectometría de masas 
indican que la antitoxina o el complejo Kis-Kid formado en exceso de la antitoxina, 
contactan con las dos ramas de la repetición invertida interna que contiene el sitio I.  
R.3.4.5.- Propuestas. 
1.-  En el hetero-octámero los contactos con el ADN ocurre en la repetición invertida 
del sitio I y se hacen a través de dos dímeros de antitoxina unidos por un dímero de 
toxina; este dímero estabiliza la interacción de la antitoxina con el AND y actúa también 
como un espaciador que posiciona cada dímero de antitoxina sobre cada una de las 
ramas de la repetición invertida del sitio de unión.  
2.- La menor eficiencia de unión al AND del hetero-hexámero, que se forma en exceso 
de la toxina, se debe a que solo interacciona en una de las ramas del palíndrome 
invertido a través de un dímero de antitoxina. 
3.- El hetero-octámero es el represor principal. En exceso de la toxina el sistema se 
desregula, debido a la formación de complejos con baja eficiencia de unión al ADN, y 
los niveles de la antitoxina vuelven a recargarse.  
R.3.5.- EMN de complejos de Kid-Kis con un fragmento de 174 pb que contiene  la 
región promotora-operadora de parD y que incluye los sitios I y II de interacción 
del represor. 
La extensión del análisis de EMN previamente realizado con un fragmento de ADN de 
30 pb, que contenía tan sólo la región I, a un fragmento de 174 pb , que contenía las 
regiones I y II, (realizada por la Dra. Elizabeth Diago Navarro en colaboración con este 
trabajo), permitió analizar simultáneamente las interacciones de las proteínas Kis y Kid 
en toda la región promotora-operadora del sistema, así como la evaluación de mutantes 
que afectan al sitio I y/o al sitio II. En el análisis, además del fragmento conteniendo la 
secuencia silvestre, se realizó introduciendo mutaciones en dicho fragmento que 
cambiaban: i) la zona izquierda, centro y derecha de la región II; ii) cinco bases de la 
región I que no incluyen a los elementos conservados del promotor o iii) combinaciones 
entre las mutaciones introducidas en diferentes posiciones en el interior del sitio II con 
las mutaciones introducidas en el sitio I. Se analizaron la estequiometría de los 
complejos moleculares formados por Kid y Kis a distintas relaciones entre las proteínas, 
sobre el promotor-operador del sistema. El análisis permitió valorar la contribución de 
los sitios I y II a las interacciones de la toxina y la antitoxina en dicha  región. 
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R.3.5.1.- EMN de complejos Kid-Kis con el fragmento de 174 pb conteniendo la 
región promotora-operadora silvestre. 
Consistentemente con los resultados obtenidos utilizando el fragmento de 30 pb 
conteniendo tan solo el sitio I (apartado R.3.4), las especies moleculares detectados 
mediante EMN en presencia de un fragmento de 174 pb que contiene los sitios I y II, y 
de las proteínas del sistema, depende de la relación molar entre estas proteínas: en 
exceso de la toxina (Kid:Kis 2:1) se detectó un hetero-hexamero (Kid2Kis2Kid2) unido 
al ADN. También se detecto una abundancia de hetero-hexámero libre que es 
consistente con la baja afinidad de este complejo por el operador del sistema. Es 
probable que la especie unida al ADN, lo esté en una de las dos ramas del sitio de 
mayor afinidad I, que contiene una repetición invertida e interna perfecta.  
A una relación (Kid:Kis) 1:2, esto es, en exceso de la antitoxina, el perfil de las especies 
detectadas en presencia del ADN cambia. Se detectaron: ADN libre, hetero-octarmero 
libre (Kis2Kid2Kis2Kid2), hetero-hexámero libre (Kid2Kis2Kid2) y dos hetero-
octármeros unidos al ADN. Es previsible que los complejos con dos hetero-octámeros 
unidos, contengan un hetero-octamero unido en la región I y otro en la región II (figura 
24, panel C). Así mismo a una relación 1:1 de Kid:Kis se detectaron las siguientes 
especies moleculares: ADN libre, hetero-octarmero libre (Kis2Kid2Kis2Kid2),  hetero-
hexámero (Kid2Kis2Kid2) libre, un hetero-octármero unido al ADN y dos hetero-
octármeros unidos al ADN (figura 24, panel B).  
En base a estos resultados, se propone que un solo hetero-octamero estaría unido bien a 
la región I o bien a la región II, y que el doble hetero-octámero estaría unido 
simultáneamente en los sitios I y II mediante sus antitoxinas. Este complejo se detecta 
tan sólo cuando existe una relación equimolar Kis:Kid o en exceso de antitoxina (Figura 
24 paneles B y C), proponiéndose que éste sería el complejo regulador del sistema.   
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Fig. 24.- Analisis por EMN de los complejos Kid-Kis formados en presencia del fragmento de 174 
pb conteniendo la región promotora-operadora de parD. Se utilizaron distintas relaciones molares de 
Kid y Kis y una concentración de ADN de 0.3 µM (A) Complejos formados en presencia de 20 µM de 
Kid y 10 µM de Kis (relación Kid:Kis  2:1). (B) Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 10 
µM de Kis (relación Kid:Kis  1:1). (C) Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 20 µM de 
Kis (relación Kid:Kis  1:2).  En A, B y C el monómero de Kid se muestra con un cuadrado azul y el de 
Kis con un círculo amarillo. El fragmento de ADN se indica con una doble hebra. Los complejos se 
representan con una combinación apropiada de cuadrados, círculos y de doble hebra.  
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R.3.5.2.- EMN de complejos Kid-Kis con el fragmento de 174 pb conteniendo la 
región II mutada.  
Con el fin de analizar la contribución del sitio II en la interacción de las proteínas del 
sistema con la región promotora-operadora de parD, se realizó también el análisis de 
EMN sobre un fragmento mutado en el sitio II (mutante II-C6), pero que conservaba la 
secuencia silvestre del sitio I. Para ello, se introdujeron mutaciones en la secuencia de 
ADN correspondiente al sitio II (marcadas en negrita): GTTTGGTTGAATTCCCTA 
TTTGCGCGGGGAGTTGTGCGTT. Se realizaron ensayos de EMN, utilizando este 
ADN y distintas relaciones Kid:Kis. De nuevo las especies macromoleculares 
detectadas dependen de la relación entre las proteínas del sistema. A una relación 
Kid:Kis (1:1) se detectaron ADN libre, hetero-octámero libre (Kis2Kid2Kis2Kid2), 
hetero-tetrámero libre (Kis2Kid2), hetero-hexámero libre (Kid2Kis2Kid2), y un hetero-
octámero unido al ADN (figura 25, panel A). Se propone que el hetero-octámero, estaría 
unido al ADN en la región I, ya que esta región aún conserva la secuencia de ADN 
silvestre, y es la secuencia por la que el complejo Kid-Kis presenta afinidad (ver 
apartado R.3.3); esta región I tiene accesible las dos ramas de la repetición interna para 
la interacción de los dos dímeros de antitoxina del hetero-octámero.  
Así mismo cuando la relación Kid:Kis fue 1:2, se detectaron ADN libre, hetero-
octámero libre (Kis2Kid2Kis2Kid2) y un hetero-octámero unido al ADN. Como se ha 
indicado en el párrafo anterior, proponemos que el hetero-octámero se une a la región I 
del promotor-operador, que es la de mayor afinidad y cuya secuencia no está alterada 
por mutaciones. La unión de un solo octámero Kid-Kis permitiría una regulación parcial 
del sistema  (ver sección R.3.6).  
Fig. 25.- Analisis por EMN de los complejos Kid-Kis formados en presencia del fragmento de 174 
pb conteniendo la región promotora-operadora de parD conteniendo la mutación II-C6. Se 
utilizaron distintas relaciones molares de Kid y Kis y una concentración de ADN de 0.3 µM (A)
Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 10 µM de Kis (relación Kid:Kis  1:1). (B)
Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 20 µM de Kis (relación Kid:Kis  1:2).  El 
monómero de Kid se muestra con un cuadrado azul y el de Kis con un círculo amarillo. El fragmento de 
ADN se indica con una doble hebra. Los complejos se representan con una combinación apropiada de 
cuadrados, círculos y de doble hebra.  
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R.3.5.3.- EMN de complejos Kid-Kis con el fragmento de 174 pb conteniendo la 
región I mutada.  
Con el fin de analizar la contribución del sitio I en la interacción de las proteínas del 
sistema con la región promotora-operadora completa, se realizó el análisis de EMN con 
el fragmento de 174 pb conteniendo mutaciones en las bases de la región I, que a 
continuación se señalan en negrita: AGTGGATGTTATATTCTTTGCGCGTAACTTT 
TATGGAGG. Los cambios introducidos, con respecto a la secuencia silvestre, afectan a 
la rama derecha de la repetición invertida, y no a la caja -10 extendida del promotor, ni 
al sitio +1 de inicio de la transcripción, evitando así una inactivación del promotor. Las 
especies macromoleculares detectadas por EMN en presencia de Kid y Kis a una 
relación de 1:1 y de este ADN mutado fueron: ADN libre, hetero-octámero libre 
(Kis2Kid2Kis2Kid2), y un hetero-octámero unido al ADN. Se propone que el hetero-
octámero, que es la especie reguladora, se estaría uniendo en la región II que mantiene 
la secuencia operadora silvestre (figura 26, panel A). Así mismo, cuando se utilizaron 
las proteínas Kid y Kis a una relación 1:2,  en el espectro de EMN se detectaron: ADN 
libre, hetero-octámero  libre (Kis2Kid2Kis2Kid2), un hetero-hexámero libre 
(Kid2Kis2Kid2)  y un hetero-octámero unido al ADN (figura 26, panel B). De nuevo, se 
propone que el hetero-octámero que es la especie reguladora, se estaría uniendo en la 
región II, que no había sido mutada y por tanto estando disponible para la interacción 
con el complejo Kid-Kis. Las mutaciones introducidas en esta región del sitio I, afectan 
parcialmente la regulación del sistema, indicando su contribución a la regulación del 
promotor parD  (ver resultados en la sección  R.3.6 ). 
Fig. 26.- Analisis por EMN de los complejos Kid-Kis formados en presencia del fragmento de 174 
pb conteniendo la región promotora-operadora de parD con mutaciones en la región I (mutante I-
I). Se utilizaron distintas relaciones molares de Kid y Kis y una concentración de ADN de 0.3 µM. (A)
Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 10 µM de Kis (relación Kid:Kis  1:1). (B)
Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 20 µM de Kis (relación Kid:Kis  1:2).  El 
monómero de Kid se muestra con un cuadrado azul y el de Kis con un círculo amarillo. El fragmento de 
ADN se indica con una doble hebra. Los complejos se representan con una combinación apropiada de 
cuadrados, círculos y de doble hebra.  
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R.3.5.4.- EMN con el fragmento de 174 pb que contiene las regiones I y II mutadas.  
Finalmente, se realizó el análisis de EMN con un fragmento de 174 pb conteniendo 
mutaciones simultáneas en las regiones I y II. La secuencia de ADN mutada en los 
sitios I y II se corresponde con las descritas en los apartados R.3.5.2 y R.3.5.3. Se 
detectaron distintas especies moleculares libres o unidas al ADN, dependiendo de las 
relaciones de Kid y Kis, utilizadas en el ensayo.  En presencia de concentraciones 
equimolares de Kid y Kis, las especies detectadas fueron (figura 27, panel A): ADN 
libre, hetero-hexámero libre (Kid2Kis2Kid) y un hetero-hexámero unido al ADN. Se 
propone que el hetero-hexámero se une a la región I, a través de un dímero de Kis en la 
rama izquierda del palíndrome del sitio I, que es la que no está alterada por los cambios 
de secuencia. Esta interacción es menos eficiente que la del hetero-octámero, que 
requiere la disponibilidad de secuencias silvestres en las dos ramas de cada una de las 
repeticiones invertidas que constituyen los sitios I y II. 
Así mismo cuando se realizó la EMN con este doble mutante, en los sitios I y II, 
utilizando Kid:Kis a una relación 1:2 (exceso de antitoxina), se detectaron (figura 27 
panel B): ADN libre y un hetero-hexámero unido al ADN. Como en el caso anterior se 
propone que el hetero-hexámero se estaría uniendo en la región I, ya que ésta contiene 
una rama del palíndrome con secuencia silvestre. El dato contrasta con la entrada de uno 
o dos hetero-octámeros  cuando la secuencia del ADN no está mutada. Debido a la baja 
afinidad del hetero-hexámero por el ADN se predice que, en el doble mutante, el 
sistema estaría desregulado y el nivel de desregulación sería mayor que el que se 
observaría en los mutantes afectados solo en uno de los dos sitios (I o II) que componen 
la región promotora-operadora de parD (ver sección R.3.6). 
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Fig. 27.- Analisis por EMN de los complejos Kid-Kis formados en presencia del fragmento de 174 
pb conteniendo la región promotora-operadora de parD con mutaciones en la región I (mutante I-I) 
y en la región II (mutante II-C6). Se utilizaron distintas relaciones molares de Kid y Kis y una 
concentración de ADN de 0.3 µM (A) Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 10 µM de 
Kis (relación Kid:Kis  1:1). (B) Complejos formados en presencia de 10 µM de Kid y 20 µM de Kis 
(relación Kid:Kis  1:2).  El monómero de Kid se muestra con un cuadrado azul y el de Kis con un círculo 
amarillo. El fragmento de ADN se indica con una doble hebra. Los complejos se representan con una 
combinación apropiada de cuadrados, círculos y de doble hebra.  
R.3.5.5.- Resumen. 
1.- El hetero-octámero Kid2-Kis2-Kid2-Kis2 es la especie que se une en el sitio I y/o en 
el sitio II, en exceso de la antitoxina.  
2.- En exceso de la toxina se forma un hetero-hexamero Kid2-Kis2-Kid2 que se une en el 
sitio I o en el sitio II pero de manera menos eficiente que el hetero-octámero.  
3.- Mutaciones introducidas en el sitio I o en el sitio II, permiten la interacción de un 
sólo hetero-octámero, probablemente, uniéndose en el sitio no mutado.  
4.- Mutaciones en los sitios I y II, no permiten la interacción del hetero-octámero. Tan 
sólo permiten una interacción ineficiente del hetero-hexámero en la única rama 
disponible en el sitio II. 
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R.3.5.6.- Propuestas. 
Los datos obtenidos mediante espectometría de masas son compatibles con el papel de 
la dosis relativa de la toxina y de la antitoxina en la regulación del sistema parD, Se 
propone que el hetero-octámero es la especie reguladora y que el hetero-hexámero  
aunque puede unirse al ADN, posiblemente en el sitio I, lo hace muy ineficientemente. 
Por tanto, el hetero-hexámero podría jugar un papel más específico en la neutralización 
de la toxina.  
R.3.6.- Implicación de las regiones I y II en la regulación transcripcional in vivo del 
sistema parD mediante ensayos de b-galactosidasa. 
Con el fin de correlacionar el papel de los sitios I y II con la regulación del promotor 
parD, las mutaciones en los sitios I y II se introdujeron mediante mutagénesis en un 
vector mini-F que contenía la región promotora-operadora del sistema parD fusionada 
transcripcionalmente al gen lacZ (recombinante pMLM132). Para evaluar el efecto de 
las distintas mutaciones en la regulación del promotor parD, mediada por las proteínas 
del sistema, se determinaron los niveles de expresión del gen lacZ (pMLM132), en 
presencia del vector pBR322 o de un recombinante pBR322-parDwt (pAB24).  
Las mutaciones introducidas en la región II cambian al menos 5 pb de la secuencia de la 
rama izquierda, centro y derecha de la repetición invertida. Usando el mismo método, se 
cambiaron 5 pb en la secuencia de la rama derecha del palíndrome perfecto incluido en 
la región I, que no afectaban ni a la secuencia del elemento -10 extendido, ni a la 
posición +1 de inicio de la transcripción. Así mismo, se construyeron dobles mutantes 
que consistieron en combinaciones de las mutaciones introducidas en la región II con 
las mutaciones introducidas en la región I. Los cambios introducidos en la secuencia de 
los sitios I o II, se muestran en la siguiente tabla (tabla 8), y se indican en negrita:  
Tabla 8.- Cambios introducidos en la secuencia de los sitios I y II del PO de parD. Se 
muestra en negrita las bases cambiadas. 
Nombre 
mutante 
Secuencia 5´ a 3´ Región mutada 
II-I GTTTGGTTGAATTCCCTATT
TTTATTAAACATTGTGCGTT 
Zona izquierda de la región II  del 
promotor-operador parD del 
plásmido pMLM132 
II-D GTTTTTGAAAGTTATATTTTT
ATTGGGAGTTGTGCGTT 
Zona derecha de la región II  del 
promotor-operador parD del 
plásmido pMLM132 
II-ID GTTTGGTTGAATTCCCTATTT
TTATTGGGAGTTGTGCGTT 
Zona izquierda-derecha de la 
región II  del promotor-operador 
parD del plásmido pMLM132 
II-DC GTTTGGTTGAATTCCCTATT
TGCGCGGGGAGTTGTGCGT
T 
Zona derecha-centro de la región 
II  del promotor-operador parD
del plásmido pMLM132 
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II-C6 GTTTGGTTGAATTCCCTCGC
TTCGCTGGGAGTTGTGCGTT 
Zona centro de la región II  del 
promotor-operador parD del 
plásmido pMLM132 
II-IC GTTTGGTTGAATTCCCGCG
CGTTATTGGGAGTTGTGCGT
T 
Zona izquierda-centro de la región 
II  del promotor-operador parD
del plásmido pMLM132 
II-DN GTTTGGTTGAAAGTTATATT
TTTATTTTCTCTTGTGCGTT 
Zona derecha de la región II  del 
promotor-operador parD del 
plásmido pMLM132 
II-IDN GTTTGGTTGAATTCCCTATT
TTTATTTTCTCTTGTGCGTT 
Zona izquierda-derecha de la 
región II  del promotor-operador 
parD del plásmido pMLM132 
II-IDC GTTTGGTTGAAAGTTAGCGC
GGCGCGAAACAATTGTGCG
TT 
Zona izquierda-derecha-centro de 
la región II  del promotor-
operador parD del plásmido 
pMLM132 
I AGTGGATGTTATATTCTTTG
CGCGTAACTTTTATGGAGG 
Zona izquierda de la región II  del 
promotor-operador parD del 
plásmido pMLM132 
R.3.6.1.- Actividad b-galactosidasa de los mutantes en la región II del promotor-
operador del sistema parD. 
Se realizaron ensayos de actividad b-galactosidasa con el plásmido pMLM132-parD wt
y sus derivados (conteniendo mutaciones en la región II) en presencia del vector 
pBR322. Los resultados mostraron que todos los mutantes analizados tenían afectada la 
actividad promotora en mayor o menor medida (figura 28, barras azules). Los mutantes 
que contenían cambios en la secuencia de la zona centro y en la rama derecha del 
palíndrome del sitio II (mutantes II-IC, II-DC y II-C6) tienen disminuida su actividad 
promotora (menores niveles de expresión del gen lacZ) con respecto del resto de los 
mutantes analizados, lo que indica que los cambios interfieren en alguna medida con la 
actividad de la RNA polimerasa. Estos valores se utilizaron como referencia para 
valorar el efecto de las proteínas del sistema, es decir, indican el máximo valor de 
expresión del gen lacZ fusionado con cada uno de los promotores utilizados (con 
secuencia silvestre o mutada). Los valores relativos de expresión del gen lacZ obtenidos 
en presencia del recombinante pAB24 (pBR322-parDwt) corresponden al efecto de las 
mutaciones sobre la regulación del sistema (figura 28, barras rojas) e  indican que todos 
los mutantes en la región II se encuentran parcialmente reprimididos. Estos datos 
sugieren que la región II contiene regiones implicadas en la interacción del represor con 
la ARN polimerasa. El hecho de que el promotor este parcialmente activado indica que 
la interacción del represro en dicho sitio  es necesaria pero no suficiente para la 
represión basal del promotor parD. 
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Fig. 28.- Regulación del sistema parD en mutantes en la región II analizada mediante ensayo de 
actividad b-galactosidasa. Barras en azul muestran la actividad del promotor parD medido en unidades 
de Miller. Barras en rojo muestra la desregulación transcripcional del sistema parD tanto en el promotor 
con secuencia silvestre como en distintos mutantes  de la región II del promotor de parD. Barras en azul 
muestran el efecto del promotor-operador, silvestre y con mutaciones, sin represor.  
Un resumen de estos resultados se muestra en la figura 29, donde podemos ver la 
actividad del promotor en porcentaje y relativizado a la situación silvestre 
(pMLM132/pBR322), así como las variaciones en la actividad b-galactosidasa debida a 
las mutaciones introducidas en distintas regiones del promotor parD que afectan a la 
regulación debida a la unión del complejo Kid-Kis (pMLM132/pAB24). Según los 
resultados, los mutantes que tienen afectada la zona central de la secuencia 
palindrómica (en la región II) muestran una actividad del promotor entre el 42 y el 46 
%, indicando que estas mutaciones son importantes para la funcionalidad de la ARN 
polimerasa. También se indica el porcentaje de desregulación del promotor, teniendo en 
cuenta la actividad promotora de cada uno de los mutantes analizados. Si bien todos los 
mutantes están desregulados, el mutante (pMLM132-II-IC/pAB24) presenta una mayor 
desregulación (26%), por lo que estas mutaciones afectan en mayor medida a la 
interacción reguladora del represor.  
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Fig. 29.- Resumen de la actividad del promotor y de la desregulación del sistema parD en mutantes 
en la región II del promotor-operador, procedentes de los ensayos de actividad b-galactosidasa. (A) 
Esquema mostrando las dos regiones I y II (cajas) que constituyen la región reguladora de parD. Se 
indica (con X) la posición de las mutaciones introducidas en la región II del promotor. (B) Tabla en la que 
se muestran los nombres de los mutantes analizados, la actividad del promotor y la desregulación del 
sistema en porcentajes y relativizada a su actividad promotora.  
R.3.6.2.- Actividad b-galactosidasa de los mutantes en la región I y en los dobles 
mutantes (regiones I y II mutadas) del promotor-operador parD. 
Mediante mutagénesis dirigida, se introdujeron cambios de 5 pb en la región I del 
promotor parD en pMLM132. Como en el experimento anterior se determinaron los 
valores de b-galactosidasa en presencia de pAB24 (pBR322- parD) o del plásmido 
pBR322. También se analizaron mutantes dobles, es decir, mutaciones de 5 bases en la 
región I combinadas con mutaciones en la región II, previamente descritas, y se 
determinó en los dos casos la actividad del promotor midiendo lo niveles de  b-
galactosidasa. Los resultados obtenidos en presencia de pBR322 muestran que el 
mutante en la región I no tiene afectada la actividad del promotor parD (figura 30, 
pMLM132-II-wt-I, barra azul). El recombinante pAB24 que aporta en trans el complejo 
represor Kid-Kis disminuye parcialmente estos niveles. La relación entre ambos valores 
indica que la mutación interfiere con la represión mediada por las proteínas Kid-Kis 
(pMLM132-II-wt-I de la figura 30, barra roja). En cuanto a los mutantes dobles 
analizados, (figura 30, pMLM132-II-IC-I, II-C6-I, II-DC-I, II-IDC-I) todos ellos 
presenta la actividad promotora afectada aproximadamente al 50 % pero sin embargo 
las proteínas Kid y Kis proporcionadas por el recombinante pAB24 no regulan el 
sistema. Las dobles mutaciones (mutantes en región I y II) desregulan completamente el 
sistema. Esto indica que el operador del sistema está formado por dos regiones 
separadas, las regiones I y II.  
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Fig. 30.- Regulación del sistema parD en mutantes en la región I/II y I analizada mediante ensayos 
de actividad b-galactosidasa. Barras en azul muestran la actividad del promotor parD medido en 
unidades de Miller. Barras en rojo muestra la desregulación transcripcional del sistema parD tanto en el 
promotor con secuencia silvestre como en distintos mutantes (región I y I-II) del promotor de parD. 
Barras en azul muestran el efecto del promotor-operador, silvestre y con mutaciones, sin represor.  
A modo de resumen, se muestra la figura-tabla de los mutantes analizados in vivo. El 
mutante en la región I no parece tener afectada la actividad promotora, sin embargo está 
desregulado aproximadamente un 21% con respecto al 6.56% de desregulación que 
muestra el promotor con secuencia silvestre. Los mutantes dobles que han sido 
analizados, como hemos dicho anteriormente muestran una actividad promotora 
afectada entre el 40-50% sin embargo, las proteínas Kid-Kis aportadas en trans no 
reducen este valor de referencia, indicando que los sitios I y II son suficientes para una 
regulación completa del sistema (figura 31).  
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Fig. 31.- Resumen de la actividad del promotor y de la desregulación del sistema parD en mutantes 
en la región II y/o I del promotor-operador procedentes  de  los ensayos de actividad b-
galactosidasa. (A) Se indican (con X) las zonas afectadas en la región I y/o II del promotor. (B) Tabla en 
la que se muestran los nombres de los mutantes analizados, la actividad del promotor y la desregulación 
del sistema en porcentajes y relativizada a su actividad promotora.   
R.3.6.3.- Resumen. 
1.- Cada uno de los sitios I o II por separado contribuye de manera significativa pero 
limitada a la regulación transcripcional del sistema. La contribución de cada uno de 
estos sitios parece ser similar a pesar de que el represor interacciona más eficientemente 
con el sitio I que con el sitio II. 
2.- Las mutaciones en  I y II desregulan completamente el sistema indicando que estos 
sitios son suficientes para una regulación eficiente del sistema. Este dato tambien indica 
que las mutaciones inactivan la función de cada uno de los sitios y que el operador del 
sistema esta formado por estos dos sitios separados. 
3.- Los resultados son compatibles con la los datos de EMN que indican que dos hetero-
octámero Kis-Kid interaccionando respectivamente en los sitios I y II  son los que 
regulan transcripcionalmente el sistema. 
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D.- DISCUSION. 
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D.- DISCUSION. 
D.1.- Secuenciación de pKN1562.  
En el capítulo 1 se presenta la secuencia del minireplicón de R1, pKN1562, un plásmido 
que ha sido clave en los estudios sobre los módulos de mantenimiento  que se analizan 
en esta tesis. El Anexo 1 recoge, en detalle, la secuencia obtenida con indicación de los 
ORF y otros elementos genéticos identificados. Se muestra una representación gráfica 
simplificada en la Figura 8. Se disponía de información parcial de la secuencia del 
replicón básico de R1 y de la región del sistema de estabilidad parD y también se 
disponía de información subrogada de la secuencia del replicón R100 (NC_002134.1) 
del mismo grupo de incompatibilidad  (incFII). Esta información subrogada se ha 
substituido ahora por la secuencia de R1 correspondiente a pKN1562 (ver anexo 1). La 
secuencia ha sido obtenida inicialmente sobre una de las dos cadenas y se ha verificado, 
independientemente, utilizando muestras de ADN obtenidas a partir de colonia o de 
cultivos líquidos respectivamente; además la secuencia obtenida se ha confirmado 
mediante secuenciación de la cadena complementaria.  
La comparación de la secuencia de pKN1562 con la de R100 indica que hay variaciones 
puntuales que parecen restringidas a una zona  amplia  (anexo 1; 22pb-1628pb: repA, 
Ori, repA4) que incluye el replicón básico de estos plásmidos. En el caso del 
controlador CopB y de su diana, el promotor del gen repA, estas variaciones puntuales 
han dado lugar a diferencias funcionales: CopB no es intercambiable entre los dos 
replicones. Sin embargo, si lo es el controlador principal de la replicación y 
determinante de incompatibilidad, el ARN antisentido CopA, ya que ambos plásmidos 
pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad. También es interesante resaltar que las 
secuencias de los genes y regiones reguladoras de los sistemas toxina-antitoxina de tipo 
II  de ambos plásmidos, denominados respectivamente en R1 y R100 parD y pem, son 
perfectamente idénticas y que los dos sistema ocupan la misma posición relativa en sus 
genomas. Estos datos sugieren que parD y pem tienen un origen común y que se han 
integrado recientemente en un sitio preferente que es el mismo en los dos replicones 
(Gerdes y col., 2005). 
D.2.- Acoplamiento modular entre el sistema parD y el módulo de replicación de 
R1.  
D.2.1.- Relación entre la eficiencia de replicación del plásmido R1 y la actividad del 
sistema parD. 
Esta tesis estudia aspectos relevantes de la regulación del sistema toxina-antitoxina 
parD encontrado en R1 con un doble foco: reevaluar el acoplamiento entre este sistema 
y el módulo de replicación del plásmido (capítulo D.2) y  caracterizar la naturaleza e 
interacciones del represor en la región promotora-operadora del sistema parD (capítulo 
D.3).  
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Como se ha indicado  en la introducción, la presencia del sistema parD wt interfiere con 
el aislamiento de mutantes condicionales de replicación de pKN1562 (fenotipo que ha 
sido definido como interferencia replicativa). Estudios previos con una mutación que 
reduce los niveles de RepA a nivel postraduccional, sin cambiar la secuencia de la 
proteína,  indicaron que la interferencia replicativa respondía a la bajada en el número 
de copias del plásmido (dosis génica) más que a cambios específicos en la proteína. El 
análisis indicaba que este acoplamiento estaba asociado a una desrepresión del sistema 
parD y, sorprendentemente, también a una recuperación parcial de la eficiencia de 
replicación (Ruiz-Echevarria y col., 1995b). Las bases moleculares de este rescate se 
han sido determinadas: Kid, la toxina del sistema parD, es una RNasa independiente de 
ribosomas (Muñoz-Gomez y col., 2004); (Zhang y col., 2004) y es capaz de procesar el 
mRNA del controlador negativo del número de copias CopB  y aumentar los niveles de 
RepA y la eficiencia de replicación. (Pimentel y col., 2005). La conclusión es que la 
toxina Kid actúa como un regulador fino de los niveles/ y de la actividad de CopB en 
respuesta a una caída en la eficiencia de replicación del plásmido, 
En esta tesis hemos revisitado esta conexión entre módulos  de mantenimiento con el fin 
de encontrar el factor que los conecta.  En particular se ha explorado si el acoplamiento 
ocurría desde el modulo de replicación o desde el sistema toxina-antitoxina. Para ello, 
se ha analizado una colección representativa de mutantes condicionales de replicación 
del plásmido y también se ha analizando la respuesta del acoplamiento a los niveles de 
la antitoxina Kis. El análisis incluye una cuantificación del fenotipo de interferencia y 
también un análisis más detallado del acoplamiento mediante la  determinación del 
número de copias, niveles transcripcionales del sistema parD y del rescate de la 
replicación por el sistema parD-wt en los mutantes de replicación. Los datos sugieren 
que una disminución en la eficiencia de replicación desregula el sistema parD debido a 
una disminución en los niveles de la antitoxina. Consistentemente con esta propuesta, 
un aumento ectópico de los niveles de la antitoxina o un aumento de su estabilidad 
anulan la conexión entre módulos neutraliza el fenotipo de interferencia replicativa, una 
huella del acoplamiento entre los dos módulos; el resultado obtenido es muy 
significativo pero sus consecuencias estan todavía pendiente de analizar en profundidad. 
Esta observación identifica a la antitoxina del sistema kis-kid como el interruptor que 
conecta o desconecta los dos módulos en respuesta a cambios en la dosis génica del 
sistema: la señal de acoplamiento es la caída en la dosis génica que activa el sistema 
parD a través de la disminución en los niveles de la antitoxina. En resúmen, la señal 
para el acoplamiento llega desde el módulo de replicación pero el acoplamiento está 
dirigido por la antitoxina y en consecuencia desde el modulo toxina-antitoxina (ver 
figura 32). 
D.2.2.- La ruta de activación del acoplamiento. 
Los datos anteriores indican una correlación entre la disminución en el número de 
copias y una disminución en los niveles de antitoxina Kis; como consecuencia, el 
sistema parD se desregula  la toxina Kid se activa parcialmente disminuyendo los 
niveles del ARN mensajero de CopB. A su vez esta disminución  se incrementan los 
niveles transcripcionales de RepA y como consecuencia se recupera en parte la 
eficiencia de la replicación del plásmido. Una interrupción de esta vía en un punto 
determinado podría afectar a los estados posteriores pero no a los anteriores, actuado de 
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un modo similar al fallo en un determinado punto de una cadena de montaje. De hecho, 
la activación del sistema parD por una replicación plasmídica ineficiente puede ser 
neutralizada por un incremento en la eficiencia de replicación del plásmido y ello  
conlleva a una reducción de los niveles transcripcionales de parD (Ruiz-Echevarria y 
col., 1995b). Demostramos que la inactivación de la toxina Kid por la mutación Kid-
D75E elimina el fenotipo de interferencia pero no impide la desregulación del sistema 
parD en respuesta a una replicación ineficiente del plásmido R1. Puesto que el efecto 
último del acoplamiento se modula sobre los niveles de CopB, es predecible que un 
incremento ectópico en los niveles intracelulares de CopB neutralice el fenotipo de 
interferencia (relación próxima a 1 de Repts/AphA1ts) sin interferir con la 
desregulación del sistema parD o con la activación de la toxina Kid. La validación del 
modelo requiere, en primer lugar, determinar si los niveles de la antitoxina decaen en 
los mutantes condicionales de replicación. Esta evaluación no ha podido hacerse hasta 
la fecha debido a que los anticuerpos anti-Kis disponibles no tienen la sensibilidad 
requerida. Otra vía de  evaluación pendiente de verificar sería estudiar mediante qPCR 
si una elevación ectópica de los niveles de la antitoxina o un fondo genético ∆lon/clpP, 
donde los niveles de la antitoxina se mantienen estables, anula el rescate de replicación 
y la desregulación del sistema observada en el fondo parD-wt en el mutante RepAR55H
(sección R.2.5, figura 13).  
Fig. 32.-  Esquema resumen de la  conexión entre el módulo de replicación y el sistema parD. 
Mutantes repts bajan el número de copias del plásmido y disminuyen los niveles de la antitoxina Kis. Esta 
disminución produce una desregulación del sistema parD con la consiguiente activación de la toxina Kid. 
La activación de Kid, por un lado, rescata la eficiencia de replicación (aumento en el PCN), y por otro 
interfiere con el aislamiento de mutantes condicionales de replicación (fenotipo de interferencia). La 
neutralización del fenotipo de interferencia observado cuando se sobre-expresa la antitoxina en trans o se 
aumenta su estabilidad utilizando como huésped un doble mutante en las proteasas Lon y ClpP, predice 
que los niveles transcripcionales del sistema volverán a la situación regulada y se anulará el rescate 
replicativo debido a la neutralización de la toxina Kid.  
D.2.3.- Papel del acoplamiento entre replicación y el sistema parD. 
¿Cuál podría ser el papel de este acoplamiento modular en la célula? Se ha señalado su 
papel auxiliar en la recuperación de la eficiencia de replicación del plásmido. Debido a 
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que la toxina Kid modula el rescate de la replicación mediada por CopB, el 
acoplamiento descrito aquí podría, al igual que CopB, jugar un papel en el rescate de la 
replicación durante los primeras etapas en el establecimiento de estos elementos 
genéticos en un nuevo huésped o durante la propagación plasmídica en huéspedes en los 
que la eficiencia de replicación del plásmido pudiera estar limitada. Hay que tener en 
cuenta, que la activación parcial de la toxina dentro de la célula, asociada al 
acoplamiento modular, también podría contribuir a la estabilización del plásmido 
mediante la inhibición de la proliferación en células segregantes libres de plásmidos 
(Ruiz-Echevarria y col., 1995b).  
Otra posible función o consecuencia del acoplamiento podría ser la limitación de la 
integración del replicón R1 en el cromosoma. pKN1562 se puede integrar  y substituir a 
la región de el oriC del cromosoma E. coli (Koppes and Nordstrom, 1986). Hemos 
determinado que en esta estirpe el sistema parD está desregulado (figura 33) lo que abre 
la posibilidad de que la toxina esté activada y contribuya a la eficiencia de replicación 
requerida para la integración supresora. Un análisis detallado de la replicación 
cromosómica en esta estirpe en presencia de un exceso de la antitoxina Kis podría 
añadir información sobre este punto. Por otra parte, queda abierta la posibilidad de que 
la activación del sistema que sigue a la integración, introduzca restricciones para la 
integración en posiciones del genoma más próximas al término de replicación donde la 
dosis génica relativa sea menor que la región del origen. El análisis comparado de las 
posiciones de integración de un sistema parD-wt o mutado (KidD75E) al cromosoma 
podría también esclarecer este punto y determinar si este sistema podría limitar el 
tráfico del plásmido R1 entre una situación autónoma y otra integrada.  
Fig. 33.- Análisis transcripcional del sistema parD en pKN1562 libre e integrado en el cromosoma 
bacteriano. Se muestra por triplicado los niveles transcripcionales del plásmido pKN1562 libre o 
integrado en el cromosoma.  
Discusión
104 
D.2.4.- Las mutaciones repts de pKN1562. 
D.2.4.1.- Identificación de funciones afectadas. 
La extensa colección de mutantes condicionales de replicación aislados en el estudio del 
acoplamiento abre una vía para el análisis genético-funcional del inicio de la replicación 
del plásmido R1 y más en particular de las interacciones de la proteína iniciadora RepA 
en el origen de replicación.  
En ausencia de fenotipo de interferencia, las mutaciones aisladas en repA se extienden a 
todo el gen, una localización que es consistente con la existencia de múltiples regiones 
funcionales en la proteína propuestas por el modelo disponible sobre iniciación de la 
replicación del plásmido ((Giraldo y Diaz, 1992), Figura 34 panel A): Según este 
modelo dos dímeros de la proteína RepA se unen específicamente y secuencialmente a 
dos regiones  palindrómicas distales en el origen de replicación (OriR1) formando un 
bucle. Este bucle se llena, posteriormente, con más moléculas de proteína RepA que 
entraría en el oriR1 por interacciones proteína-proteína (RepA-RepA) (ver Figura). El 
complejo multiprotéico RepA-oriR1 resultante guiaría la incorporación de la proteína 
iniciadora DnaA en la caja dnaA presente en oriR1 (Ortega y col., 1986). Así, el modelo 
sugiere la existencia de al menos cuatro regiones funcionales en la proteína RepA que 
podrían ser diana de los mutantes termosensibles aislados durante este trabajo: i) una 
interfase de dimerización, ii) una región de unión al ADN, iii) una región involucrada en 
las interacciones RepA-RepA necesaria para llenar el bucle oriR1 y iv) una región que 
participa en las interacciones con los factores de replicación del huésped (posiblemente 
DnaA). Dependiendo del cambio introducido en la región afectada, las mutaciones 
podrían tener mayor o menor efecto en la replicación del plásmido (figura 34).  
Es importante destacar que, aunque la mayoría de las mutaciones de replicación aisladas 
se localizan en el gen de la proteína RepA, durante este trabajo también se ha aislado 
una transición CG-TA en la primera base del sitio de alta afinidad en oriR1 (5´-
CATTTAACTG-3´) para RepA (Giraldo y Diaz, 1992). Esta mutación también 
disminuye el número de copias del plásmido y desregula el sistema parD a la 
temperatura permisiva (Resultados R.2.3, figura 12 paneles C y D). Además también se 
ha aislado una mutación repts en el gen de la proteina acopladora Tap.  Estas dos 
mutaciones aisladas fuera de la proteína RepA indican que esta proteína no está 
implicada de un modo directo en el acoplamiento. La desregulación del sistema parD en 
el plasmido pKN1562 integrado es consistente con esta propuesta (figura 36). Tap es el 
péptido adaptador necesario para la síntesis de RepA. La regulación de la síntesis de 
RepA por CopA es debida  a una inhibición directa de la síntesis de Tap (Blomberg y 
col., 1992). oriR1 y tap son también elementos clave requeridos para la iniciación de la 
replicación del plásmido R1 y, por lo tanto, posibles dianas de las mutaciones repts. 
Puesto que la secuencia de aminoácidos no es relevante para la función de la proteína 
acopladora Tap y, además, la mutación aislada no induce cambio en el aminoácido 
correspondiente, es posible, que como en otras mutaciones previamente identificadas, el 
efecto esté mediado por un cambio en la estructura del mRNA que afecte al 
acoplamiento entre la síntesis de las proteínas Tap y RepA (Berzal-Herranz y col., 
1991). 
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D.2.4.2.- Localización de las mutaciones en RepA sobre un modelo estructural de 
la proteína. 
En colaboración con este trabajo, el Dr. Rafael Giraldo ha modelado el dímero de la 
proteína RepA de R1 basándose en las estructuras de los dímeros de las proteínas 
iniciadoras de pPS10 y del plásmido F (figura 34, panel B y figura 35). Las secuencias 
de estas proteínas Rep se alinearon conforme a como se describe en (Giraldo y col., 
2003); (Nakamura y col., 2007). Dicho alineamiento se empleó como referencia sobre la 
que ajustar la secuencia de la proteína RepA del plásmido R1, utilizando el programa 
Clustal-X (Thompson y col., 1997). Para ambas proteínas molde, la estructura 
tridimensional de sus dímeros es conocida (PDB: 1HKQ y 2Z9O, respectivamente), lo 
que permitió que el alineamiento de RepA del R1 fuese corregido localmente de forma 
manual, respetando la integridad de los elementos de estructura secundaria. El 
alineamiento corregido fue empleado como referencia para el modelado en línea de 
RepA de R1 en el servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org; (Arnold y 
col., 2006). La estereoquímica del modelo generado para el dímero de RepA (R1) fue 
verificada mediante inspección de los diagramas de Ramachandran para cada una de sus 
dos cadenas (Procheck: http://deposit.rcsb.org/validate). El modelo resultante (Figura 
35) sugiere la presencia de una interfase de dimerización formada por dos horquillas β
(marcada como 1 en la figura 35) y de otra horquilla-β en el dominio C-terminal WH2 
de RepA de R1 (marcada 4 en la figura) que genera una superficie de oligomerización a 
través de láminas-β antiparalelas, análoga a la implicada en la dimerización. 
Fig. 34.- Modelo de interacción de un dímero de RepA con el origen de replicación oriR1. (A)
Modelo disponible de la interacción de la proteína RepA en oriR1 al comienzo de este trabajo (Giraldo y 
Diaz, 1992).  (B) Modelo disponible actualmente del dímero de la proteína RepA de R1 interaccionando 
en oriR1, zona de interacción RepA-ADN modelada. Según este modelo cada monómero del dímero es 
un pseudo-dímero que contiene dos regiones de unión al DNA (WH). Los monómeros contienen dos 
regiones potenciales de interacción RepA-RepA marcadas como 1 y 4 en la figura. La región 1 permitiría 
la dimerizacion de la proteína y la regíón 4 participaría en las interacciones entre proteínas RepA que 
rellenarían el bucle según se indica en el panel A. (ver figura 35). 
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La estructura del dímero de RepA es la correspondiente a dos monómeros que contienen 
un eje de simetría binario cada uno (pseudo-dímeros), y que dimerizan a través de una 
interfase tipo β-amiloide (región 1). En la estructura  modelada de RepA pueden 
identificarse, además de la región de interacción proteína-proteína marcadas como 1 y 4, 
dos regiones de interacción con el ADN (motivos WH1 y WH2) en cada monómero y 
un lazo (marcado como 3 en la figura 35) que podría corresponder a la región de 
interacción de RepA con factores de replicación del huésped (posiblemente con la 
proteína DnaA). Las mutaciones repAts aisladas en ausencia de una toxina funcional, 
pJLV01 (parD-D75E),  se localizan en estas cuatro regiones (Figura 35). Las pocas 
mutaciones repAts aisladas en pKN1562 con un sistema parD silvestre se localizan en 
el lazo que podría participar en interacciones con factores de replicación del huésped  y 
en la putativa interfase de multimerización RepA-RepA (figura 35, región 3 y 4). No se 
han aislado en este plásmido mutaciones en residuos de los motivos WH1 y WH2 de 
interacción con oriR1. Es posible que en presencia de un sistema parD silvestre las 
interacciones compensadoras de residuos no mutados en estas regiones atenúen el efecto 
de las mutaciones sencillas aisladas  y ello favorezca su aislamiento en este contexto 
más restrictivo.  
Fig. 35.- Modelo estructural de las regiones funcionales identificadas en la proteína RepA en dos 
orientaciones. (1) Regiones de la proteína RepA implicadas en dimerización. (2) Regiones implicadas en 
la interacción con oriR1 (motivos WH). (3) Posibles regiones de interacción con factores del huesped 
(posiblemente DnaA). (4) b-láminas antiparalelas  implicadas en interacciones proteína-proteína. En azul 
oscuro se muestran los residuos en los que se han asilado mutantes termosensibles de replicación.  
Es muy interesante que la proteína RepA del plasmido R1 comparta similitudes 
estructurales importantes con las proteínas iniciadoras RepA y RepE de los plásmidos 
pPS10 y F a pesar de que R1 difiere drásticamente en cuanto a las interacciones que 
inician el proceso replicatio y que lo controlan. En los plásmidos pPS10 y F el control 
de replicación está modulado por interacciones que unen dos replicones a través de 
interacciones entre las proteínas iniciadoras unidas a las secuencias repetidas del origen 
de replicación. Estos complejos que se denominan “hand-cuffing” no permiten el inicio 
del proceso replicativo. Los complejos de “hand-cuffing” pueden desensamblarse y 
permitir que los monómeros de las proteína iniciadoras unidas a las secuencias repetidas 
del origen de replicación inicien el proceso. Por otra parte, estas proteínas iniciadoras 
están organizadas en dos módulos  y pueden ensamblarse y formar dímeros en  un 
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proceso en el que el dominio amino terminal de la proteína sufre un cambio 
conformacional que expone la interfase de dimerización; las dos regiones carboxilo 
terminales del dímero no sufren cambios conformacionales y contienen un dominio 
HTH que permite la interacción específica con sus promotores  y la regulación 
transcripcional de  la síntesis de la proteína (Giraldo y Fernandez-Tresguerres, 2004). A 
diferencia de RepA y RepE de pPS10 y F, RepA de R1 interacciona como dímero con 
las secuencias del origen de replicación promoviendo el inicio del proceso. También el 
control de replicación es diferente en este plásmido: está modulado independientemente 
por dos reguladores  que actúan respectivamente reprimiendo la síntesis de la proteína 
iniciadora (CopB, el controlador auxiliar), e inhibiendo la síntesis de un acoplador 
necesario para la síntesis de la proteína RepA (CopA, el controlador principal). 
Finalmente son los niveles de la proteína RepA los que determinan la frecuencia de 
inicio de replicación y en consecuencia el número de copias del plásmido. Es notable 
tambien que el módulo común de las proteínas iniciadoras de estos plásmidos 
bacterianos se encuentre conservado en proteínas iniciadoras de replicación  de arqueas 
y eucariotas lo que sugiere que todas ellas derivan de un ancestro común (Giraldo y 
Diaz-Orejas, 2001); (Giraldo, 2003).  
D.3.- Regulación transcripcional del sistema parD.
Se ha reportado previamente que una regulación eficiente del operón parD in vivo
requiere la acción conjunta de las proteínas Kid y Kis (Ruiz-Echevarria y col., 1991). 
Estudios in vitro han demostrado que Kid y Kis pueden formar múltiples complejos con 
diferentes estequiometrias y estados oligoméricos, dependiendo de la relación molar 
entre Kid y Kis (Kamphuis y col., 2007). El hetero-hexámero Kid2-Kis2-Kid2 es la 
especie más abundante cuando la concentración molar de Kid excede a Kis, mientras 
que varios complejos Kid-Kis, entre ellos un hetero-octámero Kid2-Kis2-Kid2-Kis2, están 
presentes cuando la concentración de Kis es equimolar o está en exceso de la 
concentración de toxina Kid.  
Los estudios de interacción de los complejos Kid-Kis con el ADN y los datos de 
espectrometría de masas obtenidos muestran que la antitoxina Kis interacciona 
específicamente con el PO-parD pero lo hace con baja afinidad. Esos datos son 
consistentes con los estudios previos in vivo, en los cuales se había mostrado que Kis 
sola era un represor débil del sistema (Ruiz-Echevarria y col., 1991). La adición de la 
toxina Kid a la antitoxina Kis incrementa la afinidad de unión de esta proteína por el 
PO-parD, sin embargo, la estabilidad de los complejos proteína-ADN viene 
determinada por la relación molar entre Kid y Kis. El análisis presentado indica que 
cuando Kid y Kis están en una relación molar 2:1 (es decir, en exceso de toxina), se 
forma un hetero-hexámero que interacciona débilmente con el PO-parD. Por lo tanto, en 
estas condiciones, el sistema está prácticamente desregulado. Por el contrario, a una 
relación equimolar de Kid y Kis y en presencia del PO-parD, la única especie unida al 
ADN es un hetero-octámero Kid2-Kis2-Kid2-Kis2. Ello indica que la interacción 
eficiente de este hetero-octámero con el ADN desplaza el equilibrio entre las distintas 
especies moleculares observadas en ausencia de ADN hacia esta forma que se propone 
como la especie reguladora. Por otra parte, el hetero-hexámero formado en exceso de la 
toxina se une con baja afinidad al ADN. En este complejo el potencial de la antitoxina 
para neutralizar la toxina está optimizado: un dímero de antitoxina neutraliza dos 
dímeros de toxina. También se observó que las dos situaciones finales podía revertirse 
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cuando se invertía la relación toxina-antitoxina. Estos datos sugerían que la represión 
transcripcional depende críticamente de la relación molar entre Kid y Kis.  
El juego reversible, entre hetero-hexámero y hetero-octámero, que es dependiente de la 
dosis relativa de la toxina y la antitoxina, funcionaría como un oscilador que balancea el 
sistema parD hacia la situación regulada y evita asi efectos no deseados de un exceso de 
toxina (figura 36). Este patrón de regulación en el que la antitoxina pilota la interacción 
con el ADN y la toxina juega un papel potenciador cuando no está en exceso y un papel 
inhibidor de la interacción cuando está en exceso de la antitoxina, se denomina 
cooperatividad condicional. Este mecanismo de regulación fue descrito por primera vez 
en el plásmido ccd (Afif y col., 2001); (Madl y col., 2006) y seguidamente, en el 
sistema parD (in vitro)  y en otros sistemas toxina-antitoxina tipo II tales como el 
sistema phD-doc (Magnuson y Yarmolinsky, 1998) y RelBE (Overgaard y col., 2008). 
Fig. 36.- Modelo esquemático de la autorregulación transcripcional del operón parD. El gen kid y la 
proteína Kid se muestran en azul y el gen kis y la proteína Kis en rojo. Cada complejo Kid-Kis está 
representado por una combinación apropiada de rectángulos azules (Kid) y de elipses rojas (Kis). La 
toxina Kid que no está unida a la antitoxina Kis, ejerce su actividad RNasa inhibiendo el crecimiento 
celular. En condiciones en las que la concentración de Kid es mayor que la de Kis se forman los 
complejos Kid2-Kis y Kid2-Kis2-Kid2. En estos complejos, la actividad toxica de Kid está neutralizada.. 
Cuando la concentración de Kid es igual o más baja que la de Kis se forman varios complejos con 
capacidad neutralizadora y reguladora. En presencia de las secuencias PO-parD el equilibrio entre las 
formas se desplaza para originar complejos Kis-Kid hetero-octaméricos  que se unen al ADN en las 
regiones I y II. 
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La estrecha interacción con la región I de parD y la formación de dos hetero-octámeros 
unidos posiblemente a las regiones I y II, así como los ensayos de transcripción in vivo
con los mutantes en el PO-parD,  tanto en la región I como en la II, indican que para 
que exista una represión eficaz del sistema se requieren interacciones del represor en 
ambas regiones operadoras. En efecto: las mutaciones que impiden la interacción del 
hetero-octámero en uno de los sitios, ya sea en el sitio I o en el sitio II, permiten una 
regulación parcial del sistema. Sólo cuando las dos regiones operadoras están afectadas, 
el sistema está completamente desregulado. En este doble mutante y en exceso de 
antitoxina no se observan interacciones del hetero-octámero con la región PO-parD, y 
solo se detectan interacciones ineficientes del hetero-hexámero que no son suficientes 
para regular. Estos resultados también  implican que los mutantes analizados (I-I y II-
C6) inactivan completamente los sitios I y II, respectivamente. Posibles efectos 
sinérgicos entre los represores unidos al operador del sistema podrían añadir 
complejidades adicionales a esta regulación.  
El modelo de regulación que se describe, basado en el requerimiento de las dos regiones 
operadoras I y II, junto con resultados preliminares que indican que el represor del 
sistema coexiste con la ARN polimerasa en la región PO-parD (Santos-Sierra, 2002), 
supone un punto de partida para un análisis detallado del mecanismo de regulación 
transcripcional del sistema toxina-antitoxina  parD, que implica a la ARN polimerasa y 
a las proteínas del sistema. Este análisis se está realizando actualmente en nuestro 
laboratorio. Los estudios de regulación transcripcional y los datos anteriores sobre la 
regulación postranscripcional del sistema (Ruiz-Echevarria y col., 1995a); (Lemonnier y 
col., 2004), así como los datos del acoplamiento entre la actividad del sistema y la 
eficiencia de replicación del plásmido, que se ha reevaluado en la primera parte de esta 
tesis, ponen de manifiesto  la gran variedad de mecanismos que coordinan la regulación 
de este sistema toxina-antitoxina. Finalmente añadir que estudios en curso en nuestro 
laboratorio indican que, como se ha descrito en otros sistemas T-A (Van Melderen y 
Aertsen, 2009), la regulación de los niveles de la antitoxina Kis debido a la acción de 
proteasas celulares  juega un papel  importante en la regulacion de este sistema (Diago-
Navarro y col. resultados no publicados).  
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C.- CONCLUSIONES. 
1.- Se ha completado la secuencia del miniplásmid de R1 pKN1562, que contiene los 
módulos de replicación y toxina-antitoxina parD (kis, kid)  que se estudian en este 
trabajo.  
2.- Se han obtenido una extensa colección de mutantes condicionales de replicación 
(repts) de pKN1562 y se han localizado principalmente en repA, el gen de la proteína  
iniciadora de replicación RepA. Una mutación repts aislada afecta el gen de la proteina 
acopladora Tap y otra se localiza en oriR1, el orígen de replicación del plásmido.  
3.- Los cambios introducidos por las mutaciones en repA se han localizado en 4 posibles 
regiones funcionales de la proteína RepA según predice un modelado de la  estructura 
de esta proteína que se analiza en la discusión. 
4.- Utilizando distintos mutantes de replicación del plásmido R1 se ha explorado la 
existencia de un acoplamiento funcional entre el replicón básico y el sistema toxina-
antitoxina parD de R1. Hay una correlación inversa entre la eficiencia de replicación 
plasmídica y la activación del sistema parD, que se manifiesta como una desregulación 
del sistema y una activación parcial de Kid,  la toxina del sistema, en respuesta a 
replicación plasmídica ineficiente.  
5.- El acoplamiento entre los dos módulos de mantenimiento permite una recuperación 
de la eficiencia de replicación e incrementa a la temperatura permisiva la estabilidad del 
plásmido en los mutantes condicionales de replicación. Este rescate replicativo es  
dependiente de la actividad RNasa de la toxina Kid y ocurre más eficientemente por 
encima de un determinado umbral de replicación. 
6.- El análisis realizado cuantifica el fenotipo que se ha denominado “de interferencia 
replicativa” como una disminución próxima al 70% en la frecuencia relativa de 
aislamiento de mutantes de replicación en presencia de un sistema parD-wt. Esta 
cuantificación nos ha permitido utilizar esta huella del acoplamiento para identificar el 
sensor que conecta el módulo replicativo y el sistema T-A parD.  
7.- La anulación del fenotipo de de interferencia por un aumento artificial de los niveles 
de la antitoxina Kis o de su estabilidad, implica que los niveles de esta antitoxina 
disminuyen en los mutantes de replicación y que esta disminución es el sensor del 
acoplamiento entre módulos.  
8.- La antitoxina Kis se une a la región promotora-operadora de parD (PO-parD) con 
baja afinidad. La toxina Kid no interacciona con esta región del ADN pero incrementa 
la afinidad de unión de Kis al PO-parD en un orden de magnitud.  
9. Las interacciones proteína-ADN ocurren, tanto en presencia como en ausencia de la 
toxina Kid, en dos regiones discretas del PO denominadas I y II que se sitúan entre las 
posiciones -72 y + 5 con respecto al sitio de iniciación de la transcripción. La 
interacción ocurre preferentemente en las ramas de la repetición invertida de 18 pb 
presente en los sitios I y II. La región espaciadora de 33 bp localizada entre las regiones 
I y II no está protegida por el complejo Toxina-Antitoxina.  
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10.- La antitoxina Kis pilota la interacción del complejo Kid-Kis represor con la región 
operadora. 
11.- Los complejos Kis-Kid/PO-parD formados en presencia de competidor aparecen 
cuando la relación molar entre de Kis/Kid es igual o superior a uno, indicando que las 
interacciones proteína-ADN más específicas dependen de la dosis relativa de las dos 
proteínas del sistema y ocurren cuando la toxina no escede a la antitoxina.  
12.- La estequiometria entre Kis y Kid es importante para una regulación eficiente: En 
exceso de la toxina Kid los complejos Kid-Kis formados son hetero-hexámeros que 
tienen baja afinidad por el ADN; mientras que en exceso de Kis se forman hetero-
octámeros que tienen alta afinidad por los sitios I y II del PO-parD .  
13.- Los datos de espectometría de masas y los datos de EMSA y de protección,  
indican que la antitoxina o el complejo heterooctamérico Kis-Kid formado en exceso de 
la antitoxina, contactan con las dos ramas de la repetición invertida de los sitios I o  II. 
El dímero de la toxina en el heterooctámero represor, une y situá en fase a los dos 
dímeros de antitoxina que contactan  en I o II. Ello explica que el heterooctámero tenga 
mayor afinidad que  la antitoxina o que el heterohexámero por estas secuencias.  
14.- El análisis por EMN de los complejos toxina-antitoxina de los mutantes afectados 
en I y o II son consistentes con este modelo: i) mutaciones introducidas en el sitio I o en 
el sitio II, permiten la interacción de un sólo hetero-octámero, que probablemente se une  
en el sitio no mutado ii)  el doble mutante en los sitios I y II, no permiten la interacción 
del hetero-octámero; tan sólo permiten una interacción ineficiente del hetero-hexámero 
en el sitio I o bien en el sitio II incluso cuando la antitoxina está en exceso de la toxina. 
15.- Se ha estudiado in vivo el efecto de las mutaciones en los sitios I y/o II sobre la 
actividad del promotor utilizando fusiones transcripcionales de la región PO con el gen 
indicador lacZ y determinando los niveles de β-galactosidasa en presencia o ausencia de 
niveles silvestres de las proteinas Kis y Kid. El análisis indica que: i) los sitios I o II por 
contribuyen independiente y de manera significativa y similar pero limitada a la 
regulación transcripcional del sistema  
16.-Los mutantes en los I y II desregulan completamente el sistema, indicando que 
aunque estan separados ambos sitios forman el operador del sistema. El efecto de las 
dobles mutaciones en I y II es superior a un efecto aditivo de cada una de las 
mutaciones por separado implicando un efecto cooperativo no explicado todavía en 
términos moleculares. 
17.- Los resultados integrados del analisis de la actividad del promotor parD in vivo y 
de los estudios in vitro de las interacciones de las proteínas del sistema con la región 
promotora-operadora indican que la regulación transcripcional del sistema es debida a 
las interacciones de dos hetero-octámeros Kis-Kid respectivamente en los sitios I y II 
presentes en dicha región.  
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